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I N T R O D U C T I O N  G E N E R A L E  

La radurisation est une technique nouvelle qui consiste à utiliser les rayonne- 

ments ionisants pour stgriliser des substances destinées à l'alimentation humaine ou 

animale. Cependant un certain nombre de problèmes physiologiques et de facteurs psycho- 

logiques liés à l'énergie nucléaire ont obligé les chercheurs en ce domaine à entamer 

des travaux ayant pour but de démontrer l'innocuité des composés radiolytiques néofor- 

més C63, 64, 129, 1301. 

Les études toxicologiques sont en général entreprises par le biais d'expériences 

de nutrition animale et complétées par l'identification et le dosage des produits de ra- 

diolyse et par l'analyse de leurs effets sur un micro-organisme constituant un test bio- 

logique simple et d'emploi rapide. 

C'est dans cet esprit et suivant ces méthodes qu'a commencé au Service de Radio- 

agronomie une série de recherches sur le comportement sous irradiation d'un polysaccha- 

ride naturel bien connu, l'amidon, qui a le triple avantage d'être un composé alimen- 

taire très répandu, la substance de réserve par excellence des végétaux et un modèle 

chimique relativement simple [166]. 

Outre la toxicologie, les différents volets de ltétude concernent les domaines 

suivants : microbiologie, technologie, économie. En microbiologie, l'objectif est de dé- 

finir les doses d'irradiation permettant d'obtenir une diminution réelle du nombre de 

germes polluants initiaux C4.5, 46, 72, 73, 1683. En technologie, l'expérimentation a 

pour but d'évaluer par le biais de micro-fabrications au lab~ratoire l'incidence de 

l'irradiation sur les techniques de fabrication : tenue au froid, au chaud, viscosité 

etc... L'économie et la technologie de l'irradiation pourront être précisées grâce à 

l'étude et à la réalisation d'un irradiateur pilote. 

La toxicologie constitue la partie la plus difficile mais aussi la plus longue : 

le travail de base consiste en des essais d'histologie et de physiopathologie sur rats 

et sur souris. Cette démarche est compl6tée par l'identification et le dosage des pro- 

duits de radiolyse par diverses techniques : chromatographie sur couche mince, en phase 

gazeuse, sur colonne, spectrométrie de masse, colorimétrie, marquage des carbones des 

résidus glucosesdu polyeaccharide C6, 13 à 18, 43, 1273. Parallèlement à une dépolyméri- 

sation de la chaîne amylacée, des résidus à un ou plusieurs carbones se forment au cours 

de 1 'irradiation (Tableau 1 ) . 



TABLEAU 1 

Il faut ajouter à cette liste le peroxyde d'hydrogène qui apparaît à partir de 

100 krad lorsque tout l'anhydride sulfureux initialement g ré sent a été oxydé. De 100 à 

400 krad, sa concentration augmente propor.tionnellemeat à la dose à raison de 6,6 pg 

PRODUITS DE RADIOLYSE DE L'AMIDON 
ETAT D'AVANCEMENT DES RECHERCHES LE 2 FEVRIER 1975 

PRODUITS IDENTIFIES 

ALDEHYDES 
Formaldéhyde 
Acétaldéhyde 
Acétone 
Malonaldéhyde 
Glycolaldéhyde 
Gly oxal 
Glycéraldéhyde + dihydroxyacétone 
Hydroxyméthylfurfural 
Méthylgly oxal 
Diacétyl 
Acétoïne 
Fur fural 

ACIDES 
I 

Formique 
I 

1 20 
Acétique < 1,8 
Glyoxilique traces 
Lactique 11 

Pyruvique ft 

Glycolique 11 

Malique 
Oxalique 

133 

Uroniques 
1,4 

< 3 

ESTERS 
Formate de méthyle traces 
Gluconolactone en cours de détermination 

ALCOOLS 

Ethylique variable, présent dans les échantil- 
lons témoins 

Méthylique 2,8 

SUCRES 
Glucose 
Maltose 

5,8 

Polymères > maltose 
998 

non déterminés 
Galactose 11 11 

Mannose 
Fructose 

O, 1 
non détermiré 

Ribose 
Xylose 

O, 6 

Arabinose 
O, 4 

non déterniné 
Erythrose 1,2 

CONCENTRATION EN pg/g Mrad 
irradiation sous oxygène, 

teneur en eau de l'amidon 12-73 % 

20 
40 ( jusqu'à 800 krad) 
2 (au-delà de 2 Mrad) 
2 
9 
1,5 à 2 
2,5 - 3 
1 
0,25 

< 0,l 
< 0,l 
< 0,4 

1 



p a r  100 k rad  p u i s  l a  courbe s ' i n f l é c h i t  ( f i g .  7 ) .  Au-delà de 1 Mrad, l e s  r é s u l t a t s  ne 

s o n t  p l u s  r ep roduc t ib l e s  ce qu i  peut  ê t r e  imputé à une décomposition r ap ide  du peroxyde. 

Dose en Krad 

Figure  1 - Formation de peroxyde d'hydrogène e t  d i s p a r i t i o n  de l ' anhydr ide  su l fu reux  
en  fonc t ion  de l a  dose. Amidon à 13,75 % d 'humidi té ,  i r r a d i é  en présence  
d ' a i r ,  à l a  température o r d i n a i r e  [17]. 
- vg de peroxyde d'hydrogène p a r  gramme d'amidon. .... pg d'azïhydride su l fu reux  p a r  gramme d'amidon. 

En ce  qui  nous concerne, nous avons essayé  de répondre aux t r o i s  ques t ions  s u i -  

vantes  : l 'amidon i r r a d i é  e s t - i l  toxique pour un micro-organisme ? Quelles  molécules 

radioformées son t  p l u s  pa r t i cu l i è r emen t  dangereuses e t  à quel  niveau a g i s s e n t - e l l e s  ? 

A c e t  e f f e t ,  nous avons e n t r e p r i s  une é tude  sys témat ique  du phénomène e n  s é r i a n t  

l e s  d i f f é r e n t s  paramètres pour l e s q u e l s  ont  é t é  e n r e g i s t r é e s  des  anomalies de croissance.  

A p a r t i r  de l à ,  l ' a n a l y s e  des  r é s u l t a t s  nous a permis de supposer  que l e  peroxyde d'hy- 

drogène é t a i t  l e  p r i n c i p a l  p rodu i t  toxique ,  hypothèse que nous avons confirmée avant de 

conclure  s u r  l e  r ô l e  e t  l e  mécanisme d ' a c t i o n  de c e t t e  molécule. 



E T U D E  B I B L I O G R A P H I Q U E  

L'objectif est ici de résumer d'une manière critique les effets physiologiques 

de diverses substances irradiées, quel que soit le système biologique utilisé, en pre- 

nant pour base et pour modèle les études bibliographiques déjà réalisées [12, 97, 1701. 

A. - PROCARYOTES 

Il nous faut éliminer tout d'abord les expériences pour lesquelles les produits 

irradiés servant de milieux de culture aux micro-organismes sont extrêmement complexes 

e t  variables : plants de tabac [92], tubercules de pommes de terre (résultats différents 

selon le stade de germination : [50, 104]), aliments [II~]. 

Les premières expériences à partir de milieux simples reproduisent avec de l'eau 

oxygénée 1 'effet inhibiteur de solutions de sucrose irradiées sur StaphyZococcus m a u s  . . 
Bien que criticable, cette méthode a néanmoins permis d'impliquer cet oxydant comme 

principal responsable de la toxicité enregistrée [lgl , 192, 2061. C 'est seulement par 
l'utilisation de la catalase, enzyme réduisant le peroxyde d'hydrogène, que les cher- 

cheurs ont vérifié cette hypothèse [132]. Il faut citer ici les travaux de SCHWERT et 

WATSON Cl75 à 179, 2021 qui ont observé que les composés toxiques formés dans des solu- 

tions de sucrose irradiées pouvaient être des hydroxyalkylperoxydes (ROOH) ou des dial- 

kylperoxydes (ROOR) dérivés de l'interaction du peroxyde d'hydrogène radiolytique avec 

des composés carbonylés issus du sucrose. La croissance de SaZrnoneZZa typh.imumwn est 

ainsi inhibée par des solutions aqueuses de sucrose irradiées sous oxygène et à un degré 

moindre lorsque l'irradiation se fait sous hélium. D'après les auteurs, dans le premier 

cas ce sont les dialkylperoxydes résistant à la catalase qui se forment préférentielle- 

ment tandis que dans le second cas seuls les hydroxyalkylperoxydes, plus sensibles à 

l'enzyme, sont formés. Ils montrent d'autre part que ROSH peut se transformer en ROOR 

sous l'action de la chaleur ce qui rendrait compte de la haute toxicité des solutions 

irradiées puis chauffées ainsi que la faible activité de la catalase sur ces solutions. 

Ils observent le même effet inhibiteur sur S.typhimuriwn lorsqulils ajoutent du pe- 

roxyde d'hydrogène à d'autres composés carbonyliques présents dans les solutions de su- 

crose irradiées : formaldéhyde, glycéraldéhyde, glycolaldéhyde, dihydroxyacétone. Le de- 

gré d'inhibition est fonction du rapport des concentrations de l'eau oxygénée et des 

composés carbonyliques; aucune toxicité ne se manifeste si l'on mélange le peroxyde 

d'hydrogène avec des compcsés voisins : formiate, acétate, glycolate. C'est la présence 
simultanée de ces composés dans le milieu irradié qui rendrait compte de la formation 
des peroxydes organiques complexes. 



En c e  qui  concerne l e s  a u t r e s  t r avaux  en  ce  domaine, l e s  r é s u l t a t s  globaux f o n t  

a p p a r a î t r e  un e f f e t  tox ique  ( i n h i b i t i o n  de c ro i s sance )  ou mutagénique (augmentat ion du 

taux  de muta t ion  ou de r éve r s ion )  des mi l ieux  de c u l t u r e  p l u s  ou moins coaplexes,  i r r a -  

d i é s  aux rayons u l t r a v i o l e t s ,  X ou gamma [ I I ,  22, 23, 34, 36, 186, 1871. Ceci  s e  t r a d u i t  

p a r  des  modi f ica t ions  dans l e s  s y n t h è s e s  de l ' A D N ,  des  kW e t  des  p r o t é i n e s  [74, 1581. 

C ' e s t  souvent  au n iveau  de l a  d é f i n i t i o n  du ou des p r o d u i t s  e n  cause que l e s  conclus ions  

des a u t e u r s  d ive rgen t  pour ne s ' a c c o r d e r  que s u r  l e  peroxyde d'hydrogène. 

Avant de t e rmine r  ce paragraphe ,  il f a u t  c i t e r  l e s  quelques expé r i ences  qu i  ont  

permis de conclure  à une non- tox ic i t é  ou même à un e f f e t  s t i m u l a t e u r  des  s u b s t r a t s  i r r a -  

d iés .  Hormis l e s  t r avaux  de A. LWOFF e t  c o l l .  Cl181 p u i s  de BUGYAKI e t  c o l l .  [27] qu i  

ont  montré que l e s  mi l i eux  peptonés i r r a d i é s  n ' i n d u i s e n t  pas  l a  p roduc t ion  de b a c t é r i o -  

phages chez  l e s  b a c t é r i e s  lysogènes,  c e s  é tudes  s e  p r é s e n t e n t  l e  p l u s  souvent  comme des 

c a s  spéc i aux  : d i l u t i o n  excess ive  du mi l i eu  e n t r a î n a n t  une d i l u t i o n  concomitante des 

p r o d u i t s  t ox iques ,  a t t e n t e  t rop  impor tan te  e n t r e  l ' i r r a d i a t i o n  e t  l e s  expér iences  ce  q u i  

peut  l a i s s e r  l e  temps à des conposés f r a g i l e s  de d i s p a r a î t r e  [77], é tude  d 'un mi l i eu  

complexe e t  m a l  d é f i n i  dans l e  temps (pommes de t e r r e  s u r  une année)  [49] ou mesure de 

l a  germinat ion  des s p o r e s ,  formes t r è s  r é s i s t a n t e s  des c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  [gg]. No- 

t o n s  a u s s i  l e s  r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s  de BANDIERA e t  c o l l .  en  f o n c t i o n  des souches 

d 1  Escherichia coZi u t i l i s é e s  [8]. 

B. - EUCARYOTES UNICELLULAIRES 

Le t aux  de c ro i s sance  de %ccharo~c@s cemvisiae diminue dans l e  c a s  de c u l t u r e s  

en  s o l u t i o n  aqueuse de sucrose  ou de g é l a t i n e  i r r a d i é e  aux rayons U.V., i n h i b i t i o n  a t t r i -  

buée à l a  formation de subs tances  t ox iques  non v o l a t i l e s  [153, 2051. Pour c e r t a i n s  au- 

t e u r s ,  il s ' a g i t  de peroxyde d 'hydrogène,  compte tenu du p a r a l l è l e  q u i  peu t  ê t r e  f a i t  

e n t r e  s o n  a c t i v i t é  cy to toxique  e t  c e l l e  de s u b s t r a t s  i r r a d i é s  s u r  Neurospora [47, 89, 

, 2011, démarche d é j à  rencont rée  e t  c r i t i q u é e  à propos des c e l l u l e s  procaryotes .  Ce s o n t  

à nouveau des  expér iences  basées s u r  l ' a c t i o n  enzymatique de l a  c a t a l a s e  q u i  ont permis 

de conf i rmer  ce  p o i n t  de vue s u r  des  systèmes t e l s  que des  P r o t o z o a i r e s  [24, 1961 ou des 

spermatozoïdes d ' o u r s i n  e t  de n é r é i s  [g, 58 à 601. 

S e u l s  M.L. FIXLDS e t  c o l l .  s u r  AspergiZZus Oryzae [62], M. BANDIERA e t  c o l l .  s u r  

A ,  n i d u h s  [8] e t  H. IIZUKA e t  c o ï l .  [86] s u r  Saccharomyces cerevisiae s i g n a l e n t  une 

a c t i v a t i o n  de c ro i s sance  due pr inc ipa lement  à des  s u c r e s  i r r a d i é s  au c o b a l t  60. 

C. - CULTURFS DE TISSUS 

Il s ' a g i t  l à  d ' u n  domaine p a r t i c u l i e r  puisque l e s  organismes u t i l i s é s  s e  s i t u e n t  

au c a r r e f o u r  de systèmes s imples ( b a c t é r i e s ,  u n i c e l l u l a i r e s )  en  con tac t  d i r e c t  avec l e  

mi l ieu  t ox ique  e t  de ceux, beaucoup p l u s  complexes ( d r o s o p h i l e s ,  organismes s u p é r i e u r s )  

pourvus d 'une  b a r r i è r e  de d é t o x i c a t i o n  t e l l e  que i ' a p p a r e i l  d i g e s t i f .  Chez l e s  premiers ,  



les effets sont la plupart du temps très importants tandis que chez les seconds ils de- 

viennent quasiment nuls. 

1. - Tissus végétaux 

A côté d'effets activateurs généralement observés pGur des irradiations à faible 

dose ou avec des substrats irradiés mais stockés avant expérience, les résultats globacx 

indiquent une nette activité toxique des sucres traités par rayonnements ionisants : 

inhibitions de croissance de jeunes pousses, de méristèmes isolés, de tissus tumoraux ou 

normaux, embryonnaires ou non [53, 84, 90, 105, 119, 121, 722, 137, 145, 169, 1711. Les 
aberrations et les cassures chromosomiques, les retards de phase dans la méïose ou les 

mitoses, l'apparition de micronucléi ou la polyploZdie sont aussi des anomalies fréquem- 

ment rencontrées [37, 38, 93, 95, 98, 140, 141, 1931. 

2. - Tissus animaux 

Les résultats sont similaires à ceux obtenus sur cellules végétales : inhibition 

d'étalement et de croissance de fibroblastes de poulets ou de cellules cancéreuses de 

souris, inhibition des mitoses de leucocytes et de lymphocytes humains [21, 85, 94, 115, 
182, 1831 fragmentation de chromosomes, formation de micronucléi [83] etc.. . 

BERRY [21] a démontré que le composé toxique n'est pas dans son cas le peroxyde 

d'hydrogène car la catalase est sans action sur l'inhibition de croissance occasionnée 

par le fructose ou le dextrose irradié. Il attribue la toxicité au glyoxal ce qui enga- 

gea une polémique autour de ce produit. En effet, STEWARD et coll. avaient suggéré que 

l'oxydation du formaldéhyde en acide formique était responsable de la cytotoxicité ob- 

servée dans son système Clgo] mais HILLS et BERRY C831 montrèrent que le formiate de so- 
dium n'exerçait aucun effet cytotoxique même aux concentrations 10 fois plus élevées que 

celles utilisées par STEWARE et que, de plus, le glyoxal peut être converti en acide 

oxalique comme le formaldéhyde est converti en acide formique. L'acide oxalique étant 

lui-même très toxique, le glyoxal est seul en cause en ce qui concerne la toxicité. Ce- 

pendant l'incertitude demeure car la concentration de glyoxal dans les solutions de su- 

cres irradiées est en réalité beaucoup plus faible que celle mentionnée par ces aute~rs 

[ 753 et aussi parce que les deux groupes de chercheurs ne travaillaient pas sur le même 
système biologique. 

Les effets mutagènes de substances irradiées (sucrose, DNA etc...) ont été étu- 

diés sur D5osoph'L'Za rneZanogaster par le biais de mutations liées au sexe ou autosomales 

létales. Les expériences de Z4.S. SWAMINATHAN et coll. Cl941 qui ont augmenté le taux de 

mutation d'un facteur 4 avec du milieu de culture irradié, ont été repétées sans succès 
par d'autres auteurs [971. En général, les résultats indiquent des augmentations du nom- 
bre de mutants assez faibles ce que les chercheurs ont tenté d'expliquer par des vâria- 



t i o n s  du t a u x  de c a t a l a s e  dans l a  c a v i t é  abdominale de l ' i n s e c t e  i96,  138, 1601. En e f -  

f e t ,  a p r è s  l e s  t ravaux de SOI3ELS [184, 1851 montrant que l a  c a t a l a s e  des  d rosoph i l e s  

annule l ' a c t i v i t é  mutagénique des peroxydes organiques ,  c e s  d e r n i e r s  s o n t  généralement 

impliqués dans l a  t o x i c i t é  des s u b s t r a t s  i r r a d i é s  s u r  d rosoph i l e .  Il e s t  cependant pos- 

s i b l e  de me t t r e  a u s s i  en cause l e s  changements métaboliques du mi l i eu  i r r a d i é  dans l e  

t r a c t u s  d i g e s t i f  de 1 ' i n s e c t e  [35]. 

E. - RATS ET SOURIS 

En c e  q u i  concerne c e s  animaux s u p é r i e u r s ,  nous l a i s s e r o n s  de c ô t é  l e s  expérien-  

ce s  q u i  concluent  à l ' i n n o c u i t é  des r a t i o n s  a l i m e n t a i r e s  i r r a d i é e s ,  y  compris c e l l e s  où 

l e s  l é s i o n s  observées  ne s o n t  pas  s t a t i s t i q u e m e n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  du t r a i t e m e n t  [28, 

41, 81, 82, 87, 88, 103, 125, 152, 154, 158, 159, 162, 1971. Nous l i m i t e r o n s  n o t r e  é tude  

à quelques c a s  p a r t i c u l i e r s  dignes d ' i n t é r ê t  b i e n  que p o r t a n t  s u r  un nombre de t ravaux 

beaucoup p l u s  r e s t r e i n t ,  

A ins i  pour L. BUGYAKI e t  c o l l .  [26], l e s  r a t i o n s  contenant  5 0  % de f a r i n e  de b l é  

i r r a d i é e  à 5 Mrad provoquent chez l e s  s o u r i s  C57BL a d u l t e s  une augmentat ion de l a  f r é -  

quence des  tumeurs mammaires, des a l t é r a t i o n s  s i g n i f i c a t i v e s  des  chromosomes en  rngïose 

( f i g u r e s  de t r a n s l o c a t i o n ,  ponts  chromosomiques) a i n s i  qu'une m o r t a l i t é  p l u s  é l evée  des 

souriceaux.  Cependant l ' augmenta t ion  des  cance r s  r e s t e  f a i b l e  e t  n ' e s t  p a s  s i g n i f i c a t i v e  

compte t enu  de l e u r  fréquence spontanée élevée.  

J. MOUTSCKEN e t  M. MOUTSCHEN-DAHMFN Cl391 observent  une m u l t i p l i c a t i o n  p a r  un 

f a c t e u r  2  à 3 des  fréquences de morts i n t r a - u t é r i n s  lorsque  l e s  animaux de l a  l i g n é e  pa- 

r e n t a l e  s o n t  soumis t o u s  deux à un régime i r r a d i é  à 5 Mrad. L 'accro issement  ne p o r t e  en  

f a i t  que s u r  l a  c l a s s e  des embryons q u i  meurent avant  implanta t ion .  

L. ERRENBERG e t  c o l l .  [54] n o t e n t  une b a i s s e  de 15  à 20 % du nombre de lympho- 

c y t e s  dans l e  sang  c i r c u l a n t  chez des r a t s  n o u r r i s  avec des r a t i o n s  s y n t h é t i q u e s  i r r a -  
- d iées  de 3 à 9 Mrad ( Y  "'CO). L ' e f f e t  e s t  comparable à c e l u i  d 'une  i r r a d i a t i o n  corpo- 

r e l l e  de 20 r a d s  ou d'une expos i t i on  chronique de 1  rad  p a r  jour .  LOFROTH e t  c o l l .  Cl161 

confirment  c e s  r é s u l t a t s  a u s s i  b i e n  avec  une r a t i o n  syn the t ique  qu 'avec de  l ' e a u  i r r a -  

d i ée  à 6 Mrad. Les e x t r a i t s  de p r o d u i t s  i r r a d i é s  ne renferment  n i  formaldéhyde n i  per -  

oxyde mais p a r  c o n t r e ,  des a c i d e s  e t  de s  composés oxydés peuvent  y  ê t r e  dosés.  D 'au t re  

p a r t ,  un appor t  d ' a c i d e  f o l i q u e  f a i t  diminuer  l a  chute  du t aux  de lymphocytes. 

Un c a s  i n t é r e s s a n t  e s t  s i g n a l é  p a r  A.K. DE e t  a l .  [144] q u i  s u i v e n t  l ' a c t i o n  in 

V&O e t  in v ivo  des  s o l u t i o n s  de suc rose  i r r a d i é e s  (500 krad - ''CO) s u r  l e s  systèmes 

enzymatiques du r a t .  La f r a c t i o n  tox ique  inh ibe  l ' o x y d a t i o n  succ in ique  e t  l a  phosphory- 

l a t i o n  dans l e s  mitochondries  du f o i e .  Les syn thèses  de DNA, de l i p i d e s ,  e t  de p r o t é i n e s  

son t  également diminuées s a n s  doute p a r  manque d'AT?. Il f a u t  e n f i n  n o t e r  F e  pour 

P. FOURNIER e t  M. FORFSTIER [ 651, l ' i r r a d i a t i o n  des r a t i o n s  données aux r a t s  carencés  

en  c a l c i u n  e s t  bénéf ique  -uisque l e s  s i g n e s  de r ach i t i sme  d i s p a r a i s s e n t  rapidement sous  
l ' e f f e t  de l ' i n g e s t i o n  de glucose i r r a d i é .  



Il convient d'ajouter que les résultats provisoires des essais de toxicité et de 

reproduction effectués sur des rats nourris avec des rations crues ou cuites contenant 

62 % d'amidon irradié à 300 et 600 krad (Y du "'CO) ne font pas apparaître de manifesta- 

tions d'ordre toxicologique imputables & 1 'irradiation [167]. 

Deux expériences de nutrition humaine ont 6th réalisées sur des volontaires aux 

Etats-Unis. Ni l'une, ni l'autre n'a fait apparaître d'effets toxiques quelles que 

soient les caractéristiques étudiées [146, 1471. 

En conclusion, il est tout d'abord possible de constater que plus les systèmes 

biologiques utilisés sont complexes, moins les substrats irradiés ont d'effet toxique 

sur eux, résultat attendu du fait des barrières de détoxication des organismes supérim. 

D'autre part, il faut surtout signaler le manque de définition de certaines con& 

tions expérimentales, parfois très différentes d'un auteur à l'autre : conclure à la 

toxicité ou à l'innocuité d'un composé irradié donné ne peut se faire que sur des expé- 

riences suffisamment précises pour éviter les confusions entre un véritable effet 

toxique et un artefact dû à un paramètre mal contrôlé (pH, atmosphère, concentration 

etc...). 

Enfin l'unanimité n'est pas encore réalisée sur l'identité des produits respon- 

sables des phénomènes observés : glyoxal, foraaldéhyde, acides organiques, radicaux li- 

bres et peroxydes y sont tour à tour impliqués. Cependant ces derniers, et notamment le 

peroxyde d'hydrogène, sont les plus cités et les mieux caractérisés. 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

A. - MICRO-ORGANISMES 

Les expériences ont été réalisées avec les souches suivantes : 

- EschericAia coZi A224 prototrophe, souche "Monodu de la Collection de l'Institut 
Pasteur; 

- E. cozi KI2 322 HfrH A- Bl- , don de M. le Professeur BELAISH* (CNRS, Marseille) ; 

R - E.coZi ' KI2 AB1 157 F~- A-  B~- Lac- Ara- xyl-  al- Thr- Leu- pro- His- ~ r ~ -  Str , 
don de M. le Professeur GUILLAUME* (Institut Pasteur, Lille); 

- E.coZi KMBL ou GY140 F,- A+ Lac+  al- hR uvr ~ 1 6  su 1; 

- E. Coli GY521 F- Thr, Leu 8 !Thil Lac y=   al'   al' ton A Str 2049 sup .II. 
Ces dernières souches utilisées pour des expériences d'induction de phages nous ont été 

données par M. le Professeur DEVORFT* (CNRS, Gif-sur-Tvette). 

- BacZZZus subtiZis prototrophe, don de M. J. VELLARD* (CERTIA, Lille) ; 

- P s ~ u ~ o ~ o ~ ~ s  p~tida 128 prototrophe de la "National Collection of Marine Bacteria" 

ba ber de en) ; 

- LactobacZZlus plantamun IM 1810; 

- Enterobacter sp. atypique, souche isolée sur souris OFl aux Oncins (1970) ; 

Ces trois dernières souches nous ont été données paï le Docteur COQUET* de ltInstitut 

Mérieux (IFFA-CREDO, les Oncins) 

- Saccharomyces cerevisiae prototrophe; 

- S. cerevisiae mutant "petites colonies1' ; 

Ces deux souches de levure nous ont été données par le Docteur M. MURGIER* (CNRS, 

Marseille) 

- Phage A induit de la souche d t  E. coP; KMBL21 

* Je remercie ici ces pers~:?~-es P O ~  Za gentillesse avec laquelle eZZes m'ont fa;& 
don de ces souches. 



B. - NILIEUX DE CULTURE! : COMPOSITION 

1 - Milieu M63 pour E. c o l i  

Le mi l ieu  de base e s t  l e  su ivan t  : Na2HO04, 12%0 : 1 4 , 7  g ;  %PO4 : 3 g ; 

NH4C1 : 1 g ; NaCl : 5 g  ; CaC12,2%0 : O , O l 5 g  ; MgS0,,7%O : 0 , 2 5 g  ; 

D (+) glucose : 4 g ; 4 0  t r i d i s t i l l é e  : 1 1. A ce  mi l i eu  s o n t  r a j o u t é s ,  l e  

c a s  échéant ,  l e s  composés s u i v a n t s  pour l e s  soucbes auxotrophes ou r é s i s t a n -  

t e s  : Vitamine B, ( c h l o r h ~ d r a t e  de thiamine) :  IO-^ g ; DL-thréonine : 

75*10-~  g ; DL-leucine : 60-10'~ g ; L-Hist idine : 20*10-~  g ; L-Arginine : 

60.10'~ g ; L-Proline : 30.10'~ g ; Streptomycine :  IO-^ g. Le pH f i n a l  de 

c e  mi l i eu  e s t  de 7. 

2 - Milieux pour l ' i n d u c t i o n  des phages 

- Milieu BT : N a C l  : 5 g ; Bacto t ryptone  Difco : 5 g ; Nutrient  Broth Difco : 

3 g ; GO t r i d i s t i l l é e  : 1 1. 

- M i l i e u  BT-TU : Thymine 2 g / l  : 20 m l  ; Urac i l e  2 m / l  : 20 m l  ; mil ieu  BT 

c i -dessus  : 1 1. 

- Agar mou : Agar-agar : 7,5 g ; IE,O t r i d i s t i l l é e  : 1 1. 

- Milieu GT S t r  : Bactopeptone Difco : 8 g ; Bacto t ryp tone  Difco : 5 g ; 

NaCl : 5 g : Agar-agar : 1 5  g ; Streptomycine à 100 g/l : 2 m l  ; GO tri- 

d i s t i l l é e  : 1 1. 

3 - Mil ieu  de d i lu . t ion  (pH 7) 

Les tubes  à d i l u t i o n  son t  emplis  avec 9 m l  de l a  s o l u t i o n  s u i v a n t e  : 

NQBPO+, 1-0 : 1 4 , 7  g ; WPO, : 3 g ; NaCl : 1 g ; i&.O t r i d i s t i l l é e  : 1 1. 

4 - Milieu de comptage 

Les p o p u l a t i o ~ i s  bac t é r i ennes  s o n t  comptées s u r  l e  mi l ieü  '>Stqndart  1 Nutrient  

Agarn Merck de composition s u i v a n t e  : Bactopeptone : I 5 , 6  g ; E x t r a i t  de l e -  

vu re  : 2 ,8  g ; NaCl : 5 , 6  g ; D(+) g lucose  : 1 g ; Agar-agar : 1 2  g ; % O  

t r i d i s t i l l é e  : 1 1. 

Milieu de s é l e c t i o n  des r é v e r t a n t s  

Les r é v e r t a n t s  pour l e s  marqueurs H i s ,  Arg, Leu e t  Thr s o n t  s é l e c t i o n n é s  s u r  

b o i t e s  de P e t r i  avec un mi l ieu  M63 dont l a  concen t r a t ion  e n  amins a c i d e  étudié 

e s t  100 f o i s  p l u s  f a i b l e  que l a  concen t r a t ion  normale e t  auquel  on a j o u t e  

1 2  g / l  d  'agar-agar. 



6 - Mil ieu  EMB Agar pour l e s  mutants  l a c -  

Sa  composi t ion e s t  l a  s u i v a n t e  : Bactopeptone Difco : 1 0  g  ; Lactose : 5 g ; 

Saccharose : 5 g ; &HP04 : 2 g ; Agar-agar : 1 3 , 5  g  ; Eosine Y : 0 , 4  g ; 

Bleu de méthylène : 0 ,065  g. 

7 - Milieu pour B.sdbtilis 

Le m i l i e u  m i s  au p o i n t  au l a b o r a t o i r e  e s t  : q P 0 4  : 2 , 7  g ; %HPO4 : 7 8; ; 
C i t r a t e  de sodium : 0,5 g  ; ( N H ~ ) ~ S O ~  : 1 , 3  g  ; MgS04,7&0 : 0 , 2 5  g  ; E x t r a i t  

de l e v u r e  llMerckff : 1 , 5  g  ; g lucose  : 1 g  ; % O  t r i d i s t i l l é e  : 1 1 (pH f i n a l :  

7,210 

8 - Milieu pour L. pZantamun 

Le mi l i eu  m i s  au p o i n t  au l a b o r a t o i r e  e s t  : E x t r a i t  de l e v u r e  ltMerckff : 6 g ; 

Bacto t ryptone  Difco : 5 g ; KH2P04 : 2 g  ; Tween 80 (Polysorba te  80) : 

0 , l  g  ; D(+) glucose : 5 g;  GO t r i d i s t i l l é e  : 1 1 (pH f i n a l  : 6 ,5 ) .  

9 - Mil ieu  pour S. faecaZis 

Le m i l i e u  de pH 6 , 9  m i s  au p o i n t  au l a b o r a t o i r e  e s t  : & D o 4  : 4 g ; K%P04 : 

1 , 5  g  ; N a C l  : 5 g ; Bactotryptone Difco : 10 g  ; Glycé ro l  : 100 g ; Glucose: 

5 g  ; GO t r i d i s t i l l é e  : 1 1. 

1 0  - Milieu pour Ent~roEacter 

Le m i l i e u  m i s  au p o i n t  au l a b o r a t o i r e  a pour composi t ion : : 0 ,6  g  ; 

&PO4 : 0 , 4  g ; (NH4)2S04 : 2 g ; NaCl : 2 g  ; Glucose : 3 g ; % O  t r i d i s -  

t i l l é e  : 1 1. Son pH f i n a l  e s t  de 6,7 .  

11 - Mil ieu  pour S. cerevisiae 

Il comprend : Q P 0 4  : 1 0  g  ; Na,HP04,12G0 : 1 , 2  g  ; MgS04,7%0 : 0 , 5  g  ; 

Bactotryptone Difco : 0 , 5  g  ; E x t r a i t  de l e v c r e  "Merckff : 1 , 5  g , %O tri- 

d i s t i l l é e  : 1 1. Les concen t r a t i ons  en  E ( + )  g lucose  s o n t  respect ivement  de 

1 g / l  e t  de 3 g / l  pour l e s  souches normale e t  ~ p e t i t e s c o l o n i c s " .  Le pH e s t  

a j u s t é  à 5,8. Pour l e s  p r é c u ï t u r e s ,  ce  même mi l i eu  e s t  complété p a r  d r  l a  

te r ramycine  à 1 g / l  a f i n  d ' é v i t e r  l e s  contaminat ions  bac t é r i ennes .  

1 2  - Milieu de conse rva t ion  des souch r s  

Les couches sont  conservées au r é f r i g g r a t e u r  en  t ubes  é t anches ,  bouchés 6. 

v i s ,  dans l e  mi l ieu  s u i v a n t  : Nut r i en t  Broth Difco : 8 g ; Agar-agar : 7 , 6  g; 



Thymine à 2  ir.g/ml : 40 m l  ; % O  t r i d i s t i l l é e  : 1  1. 

1 3  - Milieu de c u l t u r e  : s t é r i l i s a t i o n  

Tous l e s  mi l i eux  l i q u i d e s  s o n t  en  g é n é r a l  s t é r i l i s é s  p a r  pas sage  s u r  f i l t r e  

"Mil l iporet t  de O,2S p  e t  l e s  mi l ieux  s o l i d e s  p a r  au toc lavage  à 120°C. Cepen- 

dant  l o r sque  l e s  c o n s t i t u a n t s  de c e s  d e r n i e r s  s o n t  s u s c e p t i b l e s  d ' ê t r e  dégra- 

dés p a r  l a  c h a l e u r  (Vitamine BI p a r  exemple),  on a j o u t e ,  avan t  de c o u l e r  l e s  

b o î t e s  de P é t r i ,  l a  f r a c t i o n  f r a g i l e ,  deux f o i s  p l u s  concent rée ,  p r éa l ab l e -  

ment f i l t r é e  s u r  Mi l l i po re  de 0 , 2 5  p, à de l ' aga r - aga r  double concen t r a t i on  

s t é r i l i s é  s e u l  à l ' a u t o c l a v e .  

C. - AMIDON 

Le polysacchar ide ,  f c u r n i  p a r  l e s  E tab l i s semen t s  Roquette ( L i l l e )  e t  t o u j o u r s  

u t i l i s é  à une humidité  de 13,O * O , 5  % peu t  s u b i r  l e  c a s  écliéant deux t y p e s  de p r é t r a i -  

tements  avant  i r r a d i a t i o n  : 

-Un lavage p a r  4  a g i t a t i o n s  s u c c e s s i v e s  de Ih3O d'une suspens ion  de 250 g  

d'amidon dans 500 m l  d ' eau  d i s t i l l é e  p u i s  séchage doux , j u s q u t à  l a  t eneu r  en 

eau i n i t i a l e .  

- Une d é l i p i d a t i o n  s u r  Soxhle t  p a r  3 e x t r a c t i o n s  à r e f l u x  de 4 h  dans l l a l c o o l ,  

l ' é t h e r  p u i s  à nouveau l ' a l c o o l  s u i v i e s  d 'un  lavage  analogue au précédent .  

L'amidon e s t  i r r a d i é  de 2 façons  d i f f é r e n t e s  s e l o n  i a  q u a n t i t é  u t i l i s é e  : p a r  

l o t s  de 1 0  g  dans l e s  t ubes  à e s s a i s  en  Pyrex de 20 x  200 mm fermés, avec  une sou rce  de 

2 000 C i  de Cobalt 60  ( 6 0 ~ o )  qu i  d é l i v r e  un d é b i t  de dose de 90 * 2 , 5  k rad /h ;  p a r  l o t s  

de 100 g  ou p l u s  dans l e s  b o î t e s  c y l i n d r i q u e s  en  aluminium de 60 x  200 mm fermés,  avec 

une source  de 1 2  000 C i  dz 6 0 ~ o  q u i  d é l i v r e  un d é b i t  de dose v a r i a b l e  généralement  f i x é  

à 180 * 5 krad/h.  

E. - EXTRACTION DES PRODUITS DE RADIOLYSE 

Les subs tances  s o l u b l e s  formées au cours  de l ' i r r a d i a t i o n  son t  e x t r a i t e s  e t  s t é -  

r i l i s é e s  p a r  passage,  stir v e r r e  f r i t t é  p u i s  s u r  f i l t r e  nF1illipore4'  de 0 , 4 5  CI équipé 

d ' un  p r é f i l t r e ,  d'une suspens ion  de n g d'amidon dans  2 n m l  d 'eau t r i d i s t i l l é e .  

+ J e  reme~c ie  MM. DALYIEL e t  S A U D  yawc Lem coUabotr&an technique eb6icace en ce qLU. concmtnze 
la manipuZation de ces moyeris d'7:rradiation. 



Quel que soit le mode d'extraction, le milieu de culture est toujours reconstitué 

à partir des solutions concentrées afin d'obtenir les concentrations adéquates des di- 

vers composants puis ensemencé à partir d'une préculture en phase exponentielle de 

croissance de telle sorte que la concentration bactérienne finale soit d'environ 106 

bactéries/ml. 

G. - TECHNIQUES PARTICULIERES 

1 - Détermination de la teneur en eau de l'amidon 

5 g d'amidon sont séchés dans une capsule Chopin tarée, à 130°C pendant 4 h 
(poids constant) puis pesés. La différence exprimant la teneur en eau est 

rapportée à 100 g d'amidon. 

2 - Dosage des réductones et de l'eau oxygénée 

Les réductones (acides dicétoguloniques, aldéhyde énoltartronique, acide 

ascorbique) sont dosées par le 2,6-dichlorophénol indophénol [l et 1611. 

Le peroxyde d'hydrogène et, dans une certaine mesure, ses dérivés supérieürs 

(peroxydes organiques) sont dosés par le sulfate de titane ou par le thiocya- 

nate d 'ammonium [52]. 

3 - Hydrolyse du diacétal de l'aldéhyde malonique 

CH - CH, - CH +2H,O-C-CH, - C  + 4CH30H 
I I // \ 

CH,- O O - CH, O H 

Le diacétal est hydrolysé 30 mn à 30°C avec HC1 0,6 M. 

4 - Ultrafiltration 
L'appareil comprend une cellule d'ultrafiltration Amicon et une membrane 

Diaflo Amicon UM05 au travers de laquelle est filtré sous pression (4 bars 
d'argon) l'extrait d'amidcn irradié. Au pH utilisé, cette membrane retient 

20 % des molécules de poids moléculaire supérieur à 200, 70 % de celles de 
poids moléculaire supérieur à 300 et 95 % de celles de masse moléculaire su- 
périeure à 1 000. 



5 - Enzymes 

a. CataZase 

La p répa ra t ion  u t i l i s é e  e s t  une c a t a l a s e  b a c t é r i e n n e  de Micrococcus @O- 

deikticus réduisant  2  000 de peroxyde dV3ydrogène p a r  mn e t  mg e t  t e s -  

t é e  p a r  l a  méthode de t i t r a t i o n  iodométrique [39]. 

L'enzyme e s t  e x t r a i t  du r a i f o r t  e t  u t i l i s é  avec du NADH comme coenzyme. 

Son a c t i v i t é  e s t  de 140 u n i t é s  pu rpuroga l l i ne  [35]. 

c  . Lactate deshydrogénase 

Cet enzyme ca t a lyse  l a  r é z c t i o n  : 

e t  permet de doser l a  q u a n t i t é  d ' a c i d e  pyruvique s e  t rouvan t  dans un mé- 

lange r éac t ionne l  p a r  mesure de l a  d i s p a r i t i o n  du NADH' à 340 m u  [39]. 

6 - Induct ion  de phages 

a. Comptage des phages 

A p a r t i r  d'une c u l t u r e  de l a  souche lysogène GY140 s u r  mi l i eu  BT (avec ou 

sans  e x t r a i t  d'amidon i r r a d i é ) ,  il f a u t  e f f e c t u e r  une d i l u t i o n  appropr iée ,  

en prendre  O , ?  m l  e t  l e  mélanger avec 0 , 3  m l  de l a  c u l t u r e  de l a  souche 

i n d i c a t r i c e  GY521. Ce tube  e s t  abandonné s a n s  a g i t a t i o n  à 3 7 O C  pendant 

20 mn p u i s  complété avec 2 , 5  m l  d ' aga r  mou e t  é t a l é  s u r  une b o î t e  de P é t r i  

contenant  du mil ieu GT-Str. Ce d e r n i e r  mi l ieu  é l imine  l e s  b a c t é r i e s  GY140 

strS q u i  n ' au ra i en t  p a s  é t é  lys6es .  Ces boPtes  s o n t  incubées à 37OC pen- 

dant 24 h. 

b. Induction de phages 

A p a r t i r  d'une p r é c u l t u r e  "overnight ' '  de GY140 lysogène dans du mi l ieu  BT, 

on e f f e c t u e  une d i l u t i o n  au 50ème dans du zampon s t é r i l e .  A p a r t i r  de 

c e t t e  d i l u t i o n ,  7 m l  s e r t  à ensemencer 100 m l  de BTTU (avec ou sans  ex- 

t r a i t  d'amidon i r r a d i é )  q u i  son t  e n s u i t e  incubés  à 37OC. On p ré l ève  des 

p a r t i e s  a l i q u o t e s  à d i f f é r e n t s  i n t e r v a l l e s  de temps pour compter l e s  bac- 

t é r i e s  ou pour compter l e s  phages l i b r e s .  

7 - Mutagénèse 

Des p a r t i e s  a l i q u o t e s  de c u l t u r e  en  pbase exponen t i e l l e  de c ro i s sance ,  avec 

ou sans  agent  supposé mutagène, s o n t  pré levées  e t  é t a l é e s  s u r  des b o i t e s  de 



Pétri contenant du milieu M63 solide avec tous les aminoacides sauf celui 

pour lequel on cherche la réversion. Ce dernier est seulement ajouté à l'état 

de traces (en-~iroii 10" &/Il) : les révertants apparaissent comme de grosses 

colonies sur un fond de petites colonies. Ces mutants sont vérifiés par la 

méthode des répliques sur velours de LEDERBERG et coll. [113]. 

Les révertants ~ac' sont caractérisés sur milieu "EMB Agartt. 

H e  - JUSTIFICATION ES CHOIX DES TECHï'JIQUES ET DES PARAMETRES DE MESURE 

Notre travail va consister à suivre la croissance de nombreuses cultures bacté- 

riennes en présence d'extraits d'amidon irradié dans diverses conditions et de la ccmpa- 

rer à celle de témoins : il s'agit donc de choisir une technique rapide et un paramètre 

caractéristique et facilement mesurable. Notre choix s'est porté sur deux méthodes com- 

plémentaires : soit la nephélémétrie avec des cultures de 8 ml dans des cuves thermoré- 
gulées à 30°C ou 37OC d'un biophotomètre Bonet-Maury modifié de telle manière qu'un bul- 

lage d'oxygène ou d'air constant soit maintenu en cours de croissance (fig. 2); soit des 

séries de comptages sur boîtes de Pétri à partir de cultures de 100 ml agitées, placées 

dans un bain-marie à 30°C ou 37OC. 

Figure 2 - Biophotomètre Bonet-Maury modifié : 
A : filtre Millipore "in lineu E : électrovannes 
B : répartiteur de pression F : cuves de culture 
C : saturateu? en eau G : biophotomètre 
D : arrivée d'air ou d'O, H : enregistreur 



Parmi l e s  t r o i s  phases p r i n c i p a l e s  de l a  c ro i s sance  bac t é r i enne  - l a t e n c e ,  

c ro i s sance  e x p o n e n t i e l l e  e t  maximum s t a t i o n n a i r e  - n o t r e  choix s ' e s t  p o r t é  s u r  l a  pre-  

mière. En géné ra l  l o r s q u ' u n  mi l i eu  e s t  ensemencé à p a r t i r  d 'une p r é c u l t u r e  en  phase ex- 

p o n e n t i e l l e  e t  c u l t i v é e  dans l e s  mêmes cond i t i ons  physico-chimiques, il e s t  p o s s i b l e  

d 'observer  une c r o i s s a n c e  exponen t i e l l e  immédiate. Cependant, dans c e r t a i n s  c a s ,  une 

pé r iode  t r a n s i t o i r e  appelée  phase de l a t e n c e  peu t  s ' é c o u l e r  avant  que s ' é t a b l i s s e  un 

t aux  de c ro i s sance  cons t an t  [134]. Cet t e  l a t e n c e  r e p r é s e n t e  l e  temps n é c e s s a i r e  s o i t  à 

l a  syn thèse  des enzymes i n d u c t i b l e s  ( a d a p t a t i o n ) ,  s o i t  au développement d e s  mutants f a -  

v o r i s é s  p a r  l e  nouveau mi l i eu  ( s é l e c t i o n ) ,  s o i t  e n f i n  à l a  r e s t a u r a t i o n  des  systèmes 

enzymatiques a l t é r é s  p a r  l e  v i e i l l i s s e m e n t  de l a  p r é c u l t u r e .  En t u r b i d i m é t r i e ,  e l l e  2eu t  

a u s s i  ê t r e  due à une d iminut ion  du nombre de b a c t é r i e s  v i a b l e s ,  l ' a p p a r e i l  e n r e g i s t r a n t  

à l a  l i g n e  de base des d e n s i t é s  opt iques ,  un p a l i e r  d ' a u t a n t  p l u s  l ong  que l e  t aux  de 

m o r t a l i t é  e s t  p l u s  é l evé .  

La phase e x p o n e n t i e l l e  e s t  d é f i n i e  au moment où l e  temps de d i v i s i o n  bac t é r i enne  

dev ien t  cons t an t  pour c e r t a i n e s  cond i t i ons  de pH, de température ou de c o n c e n t r a t i o n  des  

métabol i tes .  Cependant, dans l e  cas  qu i  nous préoccupe,  l e s  t aux  de c r o i s s a n c e  des bac- 

t é r i e s  c u l t i v é e s  en  présence  d ' e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  ne s o n t  pas  s t r i c t e m e n t  i d e n t i -  

ques à ceux des témoins (g lucose  ou amidon non i r r a d i é )  e t  p a r f o i s  même d i f f é r e n t s  d'une 

dose à l ' a u t r e .  Une e x p l i c a t i o n  p l a u s i b l e  e s t  l a  com?éti t ion e n t r e  l e s  p r o d u i t s  de ra -  

d i o l y s e  tox iques  e t  l e s  v i tamines  ou l e s  aminoacides contenus dans l ' amidon,  compéti t ion 

'dépendant des concen t r a t i ons  propres  de c e s  p r o d u i t s  qu i  son t  elles-mêmes v a r i a b l e s .  Il 

nous a donc paru inoppor tun  de prendre comme c r i t è r e  de mesure un paramètre  a u s s i  mal 

d é f i n i  . 
Enf in ,  l a  phase s t a t i o n n a i r e  qu i  correspond à un épuisement du f a c t e u r  de c r o i s -  

sance  n ' a  pas  é t é  r e t enue  c a r  l a  s e u l e  i n fo rma t ion  q u ' e l l e  peut  a p p o r t e r  s e  s i t u e  au n i -  

veau de l ' a c t i o n  de m é t a b o l i t e s  i s s u s  de l 'amidon,  i r r a d i e  ou non s u r  l a  f a i b l e  augmen- 

t a t i o n  de l a  c ro i s sance  t o t a l e .  Même dans ce  c a s ,  l e  problème ne p o u r r a i t  ê t r e  t r a i t é  

sous  l ' a n g l e  du rendement pondéra l  ou molécula i re  que s i  l a  t o t a l i t é  des  p r o d u i t s  de 

r a d i o l y s e  é t a i t  i d e n t i f i é e  e t  dosée. 

En conclus ion ,  parmi t o u t e s  l e s  méthodes de mesure, l e s  t echn iques  de néphélémé- 

t r i e  a s s o r t i e s  de numérations s u r  b o î t e s  de P é t r i  s o n t  l e s  p l u s  adaptées  à n o t r e  pro- 

blème e t ,  parmi l e s  paramèt res  de c ro i s sance  mesurables  e t  r e l a t i vemen t  s t a b l e s ,  l e  p l u s  

r e p r é s e n t a t i f  e s t  ce  que nous dés ignerons  dans c e  cadre  de recherche  comme une phase de 

l a t e n c e .  Ce l l e - c i  e s t  r e l i é e  à une diminution de l a  s o p u l a t i o n  bac t é r i enne  i n i t i a l e  me- 

s u r é e  p a r  comptage ce  q u i  permet d'employer, t o u t  au moins dans un b u t  de s i m p l i f i c a t i o n ,  

l e s  l a t e n c e s  comme un moyen d ' éva lue r  l a  l é t a l i t é  ( f i g .  3 e t  4). P a r  d é f i n i t i o n ,  ce  

temps de l a t e n c e  s e r a  mesuré graphiquement pour une d e n s i t é  op t ique  m o i t i é  de c e l l e  de 

l a  phase s t a t i o n n a i r e  p s r  r appor t  à un témoin pour l e q u e l  l ' e x t r a i t  e s t  remplacé p a r  un 

volume é g a l  de mi l i eu  de c u l t u r e .  



Temps [hl 

Figure  3 - D é f i n i t i o n  de l ' augmenta t ion  
de l a  phase de l a t e n c e  L à 
p a r t i r  des  courbes de c r o i s -  
sance  d ' E. cofi dans un m i l i e u  
g lucosé  (O) e t  dans un ex- 
t ra i t  i r r a d i é  à 1 Mrad (*). 

Figure 4 - E f f e t  b a c t é r i c i d e  d 'un  ex- 
t r a i t  d'amidon i r r a d i é  à 

0 , 7 5  Mrad (A) 0 ,50  Mrad 
1 Mrad (v) O Mrad 

*> 
1,5 Mrad (O) Témoin g l ~ c o s e  (0) (0) 
2 Mrad (O) 

L = l a t e n c e  



MODE D'ACTION DES EXTRAITS D'AMIDON IRRADIE 
SUR LA CROISSANCE DES MICRO-ORGANISMES 

L'objectif est ici d'étudier les paramètres qui conditionnent la toxicité des 

extraits d'amidon irradié. Nous analyserons dans un premier temps le comportement phy- 

siologique des micro-organismes cultivés en présence de ces extraits lorsqu'on fait va- 

rier les conditions d'irradiation, les caractéristiques de l'amidon, les traitements 

physico-chimiques qu'il subit après irradiation et les méthodes de culture. Dans une 

seconde étape et pour une même série de variables, nous comparerons les courbes de for- 

mation des divers produits de radiolyse dosés au laboratoire et les courbes de latence 

rapportées ici afin de caractériser un ou plusieurs composés cytotoxiques. 

1 - Influence des conditions d'irradiation 
a. Dose 

De zéro à 1 Mrad, le temps de latence croît proportionnellement à la dose 

, avec un léger infléchissement des points pour 1 Mrad; au-delà la forme 

générale de la courbe est exponentielle et la reproductibilité des rxpé- 

riences décroît fortement surtout à 2 Mrad (fig. 5). 

Dose    rad) 

Figure 5 - Relation entr- le temps de latence et la dose d'irradiation. 



b. D d b i t  de dose 

Les irradiations ont été effectuées à la dose de 1,75 Mrad où la réponse 

des croissanceS bactériennes vis-à-vis des extraits d'amidon irradié est 

très sensible. Malgré la faible reproductibilité, il est possible de con- 

clure que les temps de latence diminuent quand le débit de dose augmente 

(fig. 6 ) .  
- 

Débit d e  dose  [Mrad /hl  
-- 

Figure 6 - Variations des latences bactériennes 
en fonction du débit de dose. 

C. Composition de Z'atmosphère 

Avant d'être irradié à la dose de 1,75 Mrad, l'amidon est soit balayé 

pendant 75 mn par un flux constant du gaz utilisé, soit placé sous vide 

(20 mm de mercure pendant 15 mn). 

Le temps de latence est pratiquement nul lorsque l'irradiation est effec- 

tuée en présence d'azote, de gaz carbonique ou sous vide; il est de l'or- 

dre de 10 h pour une atmosphère d'oxygène soit le double de celui enregis- 

tré pour l'air (fig. 7). Il faut ajouter que le volume d'air présent dans 

le tube au moment de l'irradiation ainsi que le tassement àe l'amidon qui 

détermine la quantité d'air intergranulaire, ont une grande influence sur 

l'action physiologique de l'extrait. Il s'agit là de l'un des nombreux 

paramètres, peu contrôlables, qui conditionnent la reproductibilité des 

résultats. 



COp N2 Vide Air O2 
: 

Figure 7 - Effet de la composition de l'atmosphère d'irradiation 
sur l'allongement des temps de latence. 

d.  Température d'irradiation 

Les irradiations à la dose de 1,75 Mrad scnt effectuées avec une source de 

2 000 Ci de 6 0 ~ o  thermorégulée entre -80°C et 60°C. 

L'influence de la température d'irradiation sur les temps de latence ap2a- 

raît à partir de lO0C et devient très importante entre 10 et 50°C (fig.8) : 

c'est pour les températures dites ambiantes que la pente de la courbe est 

la plus forte. 

Température d ' i rradation [OC] 

Figure 8 - Effet de la température d'irradiation 
sur l'augmentation des temps de latence. 



2 - In f luence  des c a r a c t é r i s t i q u e s  de l 'amidon 

a. Teneur en eau 

Les temps de l a t e n c e  augmentent avec l a  t eneu r  en  eau à p a r t i r  d 'une va- 

l e u r  v o i s i n e  de 1 0  %, e t  c e c i  d ' a u t a n t  p l u s  que l a  dose e s t  p l u s  é l evée  

5 10 15 20  

Humidité ( % H ~ O )  

Figure  9 - E f f e t  de l ' h u m i d i t é  de l 'amidon 
s u r  l ' augmen ta t ion  des phases de l a t e n c e .  

A : 1 , 7 5  Mrad : 0 , 5 0  Mrad 

b. Nature et composition 

L ' o r i g i n e  des amidons (maïs ,  f roment ,  pomne de t e r r e ,  manioc),  l e u r  da t e  

de f a b r i c a t i o n  (numéro du l o t )  e t  s u r t o u t  l e u r  t r a i t e m e n t  chimique ( e s t é -  

r i f i c a t i c n ,  é t h é r i f i c a t i o n ,  oxydat ion)  ont  une i n f l u e n c e  s u r  l e s  l a t e n c e s  

mesurées. Il e s t  p a r  conséquent néces sa i r e  de conserver  un même l o t  d1ami- 

don au cours  d 'une s é r i e  de t r avaux  a f i n  d ' amé l io re r  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  

des r é s u l t a t s .  

D 'au t re  p a r t ,  a f i n  d ' é v a l u e r  l a  t o x i c i t é  des p r o d u i t s  f o r z é s  à p a r t i r  de 

l a  f r a c t i o n  l i p i d i q u e  de l 'amidon (pa r  exemple, des  peroxydes à longue 

cha îne )  on a  comparé l a  l é t a l i t é  exercée  p a r  un e x t r a i t  d'amidon d é l i p i d é  

i r r a d i é  à c e l l e  d 'un  e x t r a i t  d'amidon l avé  i r r a d i é .  Il n ' y  a  aucune d i f f é -  

rence  e n t r e  ce s  deux e x t r a i t s  c e  qu i  permet de conclure  que l e s  r é s i d u s  

l i p i d i q u e s  ne s o n t  pas  en  cause dans l ' e f f e t  b a c t é r i c i d e .  



3 - I n f l u e n c e  des  t r a i t e a e n t s  de l 'amidon a p r è s  i r r a d i a t i o n  

a. Température de stockage 

La t o x i c i t é  d 'un  amidon i r r a d i é  à 1 , 5  Mrad e t  s t ocké  à -50°C, 5 O C  e t  37OC 

diminue d ' a u t a n t  p l u s  rapidement que l a  t e m p é r a t ~ r e  e s t  p l u s  é l evée  : à 

37OC, l a  l é t a l i t é  d i s p a r a î t  e n t r e  l e  2ème e t  l e  7ème jou r  a l o r s  q u ' i l  f a u t  

a t t e n d r e  86 jours  pour o b t e n i r  l e  même e f f e t  à 5 O C  ou -50°C ( f i g .  10) ; 

a p r è s  56 jours  de conse rva t ion  l ' a c t i v i t é  b a c t é r i c i d e  a  diminué de moi t ié  

à 5 O C  mais r e s t e  inchangée à -50°C. Il e s t  p o s s i b l e  do conc lu re  que l e s  

p r o d u i t s  de r a d i o l y s e  en cause  d i s p a r a i s s e n t  rapidement s u r t o u t  aux tempé- 

r a t u r e s  v o i s i n e s  ou s u p é r i e u r e s  à l a  tempéra ture  ambiante. 

Temps (semaines) 

F i a u r e  1 0  - Diminution de l a  l é t a l i t é  bac t é r i enne  en f o n c t i o n  du temps de s tockage  de 
l 'amidon i r r a d i é  à d i f f é r e n t e s  tempéra tures .  (La l é t a l i t é  e s t  mesurée comme 
l ' i n v e r s e  du pourcentage de s u r v i v a n t s  dans une c u l t u r e  de 4 h ) .  

b . AutocZavage 
L ' e f f e t  b a c t é r i c i d e  cilun amidon i r r a d i é  à 1 , 5  Mrad p u i s  au toc l avé  à 120CC 

diminue rapidement pour des  t r a i t e m e n t s  thermiques a l l a n t  de 5 à 30 mn. 

Au-delà, l e s  temps de l a t e n c e  augmentent pour a t t e i n d r e  l e  niveau i n i t i a l  

ap rè s  90  mn à 120°C ( f i g .  11)  : l e s  composés formés sous  l ' a c t i o n  de l a  

c h a l e u r  à p a r t i r  de l a  cha îne  amylacée a f f a i b l i e  p a r  l ' i r r a d i a t i o n  ou à 

p a r t i r  de s  molécules néoformées s o n t  a u s s i  tox iques  que l e s  p r o d u i t s  de 

r a d i o l y s e  i n i t i a u x .  D 'au t re  p a r t ,  il n 'y  a pas  de d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  

témoins au toc l avés  ou non, ou e n t ~ e  l ' amidcn  i r r a d i é  e t  l 'amidon au toc lavé  

p u i s  i r r a d i é .  



Temps d'autoclavage après irradiation (mn) 

Figure  11 - E f f e t  d ' un  au toc lavage  de l 'amidon Lr rad i é  
s u r  l e s  temps de l a t ence .  

c. Techniques d'extraction des produits de radiolyse 

La t o x i c i t é  des e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  ne dépend pas  des  cond i t i ons  

d ' e x t r a c t i o n  : durée ,  composi t ion de l ' a tmosphère  ( a i r ,  N,, CO,, O , ) ,  na- 

t u r e  du s o l v a n t  (eau,  tampon, mi l i eu  de c u l t u r e  s a n s  v i tamine  n i  glucose) .  

P a r  c o n t r e ,  e l l e  e s t  t r è s  fortement  diminuée p a r  des  t r a c e s  d ' i o n s  f e r -  

reux  ( f i g .  12) .  

F igure  12  - Dif fé rence  de l é t a l i t é  i n d u i t e  p a r  des e x t r a i t s  d'amidon ( i r r a d i é  à 1,50 
Mrad) dans un mil ieu contenant   IO-^ mM de FeS04 < @ )  ou dans de l ' e a u  d i s -  
t i l l é e  (*). 



d. Conditions de consemation de Z ' ex trai t  

Les e x t r a i t s  aqueux conservés  24 h  à 37OC, 5 O C  e t  -50°C ne perdent  pas  

l e u r  pouvoir  b a c t é r i c i d e  i n i t i a l  sauf  dans l e  c a s  d 'une  e x t r a c t i o n  en  pré-  

sence  d ' i o n s  f e r r eux .  Un s tockage  de 24 h à 5 O C  & des  pH extrêmes ( f ig .13)  

ou une é b u l l i t i o n  de 5 à 1 5  mn d é t r u i s e n t  i r r é v e r s i b l e m e n t  l e s  composés 

tox iques  : c e s  d e r n i e r s  s o n t  donc i n s t a b l e s  aux pH i n f é r i e u r s  à 3 ou supé- 

r i e u r s  à 8 e t  t he rmolab i l e s .  

F igure  1 3  - V a r i a t i o n  du taux  de s u r v i v a n t s  a p r è s  une heure  de c u l t u r e  en  f o n c t i o n  du pH 
de conse rva t ion  d 'un  e x t r a i t  d'amidon i r r a d i é  à 1,5 Mrad. 
(Pour c e t t e  expér ience ,  des e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  amenés au pH d é s i r é  
s o n t  abandonnés 24 h à 4OC p u i s  ramenés à pH 7  avant  de s e r v i r  de mi l i eu  
de base pour une c u l t u r e  b a c t é r i e n n e ) .  

4 - In f luence  du genre de micro-organisme, du nombre de germes e t  du mi l i eu  de 

c u l t u r e  

En ce  q u i  concerne E.coZi , l a  l é t a l i t é  diminue l o r s q u e  l a  popu la t i on  

i n i t i a l e  augmente, probablement p a r  s imple  compét i t ion  s toechiométr ique  

avec l e s  molécules tox iques  du mi l i eu  ( f  i g .  14) .  



Population initiale i bactCrieslrnl x lo-') 

Figure 14 - Diminution de la létalité par variation du volume de l'ensemencement. 

De l'extrait de levure (2,8 g/l) ou du bouillon peptoné (8 g/l) annulent 

l'activité bactéricide des produits de radiolyse vis-à-vis d' E.coli 

(fig. 15). La comparaison des latences de divers micro-organismes est ren- 

due ambiguë par cette détoxication car la réaction entre le milieu de cul- 

ture et les produits de radiolyse nous empêche de faire la part de ce qui 

est dû à la bactérie et de ce qui est dû au milieu lui-même. 

C'est ainsi que pour BaciZZus subtiZis le temps de latence est une fonc- 

tion linéaire de la dose d'irradiation (fig. 15) et l'effet bactéricide 
est total à 10 Mrad. Ce bacille paraît donc plus résistant aux produits de 

radiolyse qu' E.coZi cultivé dans le milieu minimum ~ 6 3  mais plus sensible 

que cette dernière bactérie en présence d'extrait de levure. 

Figure 15 - Relation entre le temps de latence et la dose d'irradiation 
pour diffErentes bactéries. 



Notons d ' a u t r e  p s r t  qu 'après  c o l o r a t i o n  de Gram de B.subtiZis c u l t i v é  en 

présence  d ' e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é ,  aucune forme monstrueuse n i  p l é ï o -  

morphisme du b a c i l l e  n ' a  é t é  d é t e c t é  e t  que l e  mi l i eu  t ox ique  ne f a v o r i s e  

pas  l a  s p o r u l a t i o n .  

P a r  a i l l e u r s ,  il é t a i t  i n t é r e s s a n t  de conna î t r e  l e  comportement d'une m i -  

c r o f l o r e  i n t e s t i n a l e  s o r t i e  de son  b io tope  n a t u r e l  e t  c u l t i v é e  en  présence 

de p r o d u i t s  r a d i o l y t i q u e s .  Nous avons u t i l i s é  à c e t t e  f i n  des souches s e r -  

van t  à l 'ensemencement de r a t s  axéniques s e rvan t  aux e s s a i s  de t o x i c i t é  de 

l ' amidon i r r a d i é  : LactcbaciZZus pZantarum p ré sen te  de f a i b l e s  l a t e n c e s  

qu i  c r o i s s e n t  avec l a  dose d ' i r r a d i a t i o n  jusqu 'à  2 Mrad ( f i g .  15); pour 

Enterobacter, souche p ro to t rophe ,  l ' e f f e t  tox ique  augmente de façon l i n é -  

a i r e  avec  l a  dose d ' i r r a d i a t i o n  jusqu 'à  2 Mrad; l a  c r o i s s a n c e  de Strepto- 

coccus faecaZis n ' e s t  pa s  a f f e c t é e  aux doses i n f é r i e u r e s  ou é g a l e s  à 2Mrad. 

L ' e x t r a p o l a t i o n  de c e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s i n  v h o  au comportement de ce s  

b a c t é r i e s  dans l e  tube  d i g e s t i f  des  rats n o u r r i s  avec de l 'amidon i r r a d i é  

à 300 e t  600 k rad  p a r a î t  hasardeuse  : l e  chyme qu i  l e s  c o n t i e n t  e s t  en e f -  

f e t  t r è s  d i f f é r e n t  des mi l i eux  d e - c u l t u r e  ~ t i ï i s é s  i c i .  

b. Levures 

Le cho ix  des l e v u r e s  a  é t é  pr inc ipa lement  motivé p a r  l e  f a i t  q u ' i l  s ' a g i t  

l à  de p roca ryo te s  q u i  possèdent  p a r  c i é f in i t i on  un système membranaire en- 

t o u r a n t  l e  noyau, l e s  mi tochondr ies ,  s i t e s  des enzymes r e s p i r a t o i r e s ,  e t  

d i f f é r e n t s  micro-organites .  Nous avons c h o i s i  deux souches de Sacchatrsmyc~ 

cerevis iae  : une souche sauvage e t  un mutant " p e t i t e s  coioniesfl,  anaérobie  

o b l i g a t o i r e  p a r  d é f i c i e n c e  r e s p i r a t o i r e ,  qu i  a  l a  p a r t i c u l a r i t é  d ' ê t r e  

i ncapab le  d ' u t i l i s e r  l 'oxygène e t  qu i  d o i t  donc dégrader  l e  glucose p a r  

vo i e  purement fe rmenta t ive .  

Dans l e  ca s  des l e v u r e s ,  l a  t o x i c i t é  des  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  ne s e  

t r a d u i t  p a s  p a r  l a  mort des micro-organisnes mais p a r  l a  d iminut ion  du 

t aux  de c ro i s sance  : l o r sque  l a  dose c r o î t ,  l e  temps de doublement de l a  

p o p u l a t i o n  augmente d 'une q u a n t i t é  beaucoup p l u s  impor t an t e  pour l a  souche 

sauvage aé rob ie  que pour l a  souche mutante "pet i tes  colonies".  En d ' a u t r e s  

termes,  pour une dose d ' i r r a d i a t i o n  donnée, l a  v i t e s s e  de c ro i s sance  de l a  

souche sauvage diminue p l u s  rapidement que c e l l e  de l a  souche mutante : 

l a  première  e s t  p l u s  s e n s i b l e  aux p r o d u i t s  tox iques  que l a  seconde. 

En posant  : 

t : temps de ioublement de l a  l evu re  c u l t i v é e  en  p ré sence  d ' e x t r a i t s  

d'amidon i r r a d i é  à l a  dose D, 

to : temps de doublement de l a  l evu re  pour l a  dose O,  

T = t - to,  accroissenient du temps de doublement l o r sque  l a  dose passe  



de O à D, e t  en p o r t a n t  l o g  T  e n  fonc t ion  de l a  dose D, nous obtenons pour 

chaque souche une courbe c a r a c t é r i s t i q u e  dont  l a  seconde p a r t i e  e s t  l i n é -  

a i r e  ( f i g .  16). 
- -  - 

Dose CM rad) 

Figure  16 - Courbe de l o g  T  en  f o n c t i o n  de l a  dose d ' i r r a d i a t i o n  
pour l e s  2 souches de l e v u r e  u t i l i s é e .  

Nous pouvons é c r i r e  d ' a p r è s  SCHUBERT Cl741 pour l a  p a r t i e  d r o i t e  de l a  

courbe : 

où dD e s t  l ' a cc ro i s semen t  de dose d ' i r r a d i a t i o n  provoquant une augmenta- 

t i o n  dT de T  e t  A une cons t an t e  de p r o p o r t i o n n a l i t é  f o n c t i o o  de l a  souche 

u t i l i s é e .  En i n t é g r a n t  nous obtenons : 

h 
l o g  T = - D + l o g  To 

2,303 

avec To : va leu r  de T  pour une dose nu l l e .  La courbe r é e l l e  de T  en fonc- 

t i o n  de l a  dose D ne répond à c e t t e  l o i  qu ' à  p z r t i r  de l a  dose de 2 Mrad 

( f i g .  16). To devient  a l o r s  l a  v a l e u r  de T t rouvée  p a r  e x t r a p o l a t i o n  de 

l a  p a r t i e  d r o i t e  de l a  courbe pour une dose n u l l e .  On c o n s t a t e  que To e s t  

i d e n t i q u e  pour l e s  2 souches de l e v u r e s  ( f i g .  16) e t  é g a l  à 5,6 mn. De l a  

même manière on o b t i e n t  hs pour l a  souche sauvage é g a l  à 0,435   rad" e t  

hp pour l a  souche "pe t i t e s  colonies"  é g a l  à 0,191 ~ r â d - '  : l a  souche aéro-  

b i e  e s t  p l u s  a f f e c t é e  que l e s  p r o d u i t s  de r a d i o l y s e  t ox iques  que l e s  mu- 

t a n t s  à dé f i c i ence  r e s p i r a t o i r e .  



ANALYSE DES RESULTATS 

Nous avons comparé les courbes de dosage des différents produits de radiolyse 

établies en fonction des divers paramètres par G. BERGER et coll. au laboratoire et les 

courbes de latence bactérienne 0bt;enue.s dans les mêmes conditions (13 à 18). 

En ne considérant tout d'abord que les variations de la dose d'irradiation, nous 

observons que l'acidité totale des extraits d'amidon irradié (fig. 17) et les latences 

(fig. 5 )  suivent des lois voisines alors que les autres conposés radiolytiques dosés 
jusqu'à présent augmentent de façon linéaire jusqu'à 2 Mrad, sauf l'eau oxygénée dont le 

dosage n'est plus reproductible à partir de 800 krad. 

1 2 
Dose. MRad 

Figure 17 - Acidité libre (- -), esters ( ), et acidité totale (- .jr -) 
libérée en milieu basique, en fonction de la dose d'irradiation. 
Humidité 13 %. ~rradiation sous oxygène. 

Si l'on examine le paramètre température d'irradiation, seules les courbes de do- 

sage des acides (fig. 18) et du peroxyde d'hydrogène (fig. 19) présentent quelque simi- 

litude avec la figure 8. La  quantité d'aldéhyde malonique 6écroît avec la température 

d'irradiation, celle de l'aldéhyde formique devient stationnaire à partir de 20°C et 

les concentrations d'acétaldéhyde, d'acétone et de méthanol ne varient pas de façon si- 

gnificative entre O et 50°C - sauf celle de l'acétone qui augmente faiblement. 
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Figure 18 - Acidité libre (- -), acidité totale libérée en milieu alcalin ( -a - )  
et esters ( ) ,  en fonction de la température d'irradiation. 
Dose d 'irradiation 2 Mrad. Irradiation sous oxygène. 

Température en OC 

Figure 19 - Influence de la température d'irradiation sur la quantité 
de peroxyde d 'hydrogène formé. 

La présence d'oxygène au moment de l'irradiation favorise la formation de pero- 

xyde d'hydrogène, d'acides libres et, dans une moindre mesure, celle des esters. Il est 

intéressant de constater que dans ces conditions les phases de latence augmentent aussi 

avec la teneur en oxygène de l'atmosphère d'irradiation (fig. 7). 



Lorsque la teneur en eau de l'amidon augmente, l'acidité totale diminue alors 

que la quantité d'eau oxygénée et les latences augmentent (fig. ? et 20). Ces dernières 

ne sont donc pas imputables aux acides radioformés. 

Pourcentage d'humidité da l'amidon 

Figure 20 - Influence de l'humidité de l'amidon sur la quantité totale de peroxyde 
d'hydrogène formé au cours de l'irradiation (300 krad). 

Cette conclusion est confirmée par les études en fonction de la température et du 

temps de stockage : si les acides totaux sont quasiment stables, les peroxydes diminuent 

d'autant plus vite que la température de stockage est plus élevée, tout comme l'effet 

létal mesuré (fig. 10). 

De plus, les produits toxiques sont thermolabiles, aussi bien à l'intérieur de 

l'amidon lui-même (fig. 11) que dans l'extrait porté à ébullition, caractéristiques 

qu'ils partagent avec l'eau oxygénée et les peroxydes organiques. Enfin, l'instabilité 

aux pH extrêmes est aussi commune aux peroxydes et aux produits de radiolyse toxiques. 

Nous avons vu, par ailleurs, que l'effet bactéricide d'un amidon irradié puis 

autoclavé passe par un minimum pour un temps de 30 mn dlautoclavage puis qu'il croît ré- 

gulièrement pour atteindre le niveau initial pour 90 an à 120°C (fig. 11). Ces résultats 

corrciborent ceux de J. SCHUBERT et J.A. WATSON Cl783 qui observent qu'un choc thermique de 
longue durée augmente considérablement l'activité bactéricide des solutions de sucrose 

irradiées. D'après ces auteurs, cette augmentation serait due à la transformation par la 

chaleur des hydroperoxydes formés par l'interaction du peroxyde d'hydrogène radiolytique 

avec des composés carbonylés de dégradation, en dialkylperoxydes selon le schéma : 

malgré l'instabilité de certains de ces peroxydes aux pH physiologiques [124]. 



Nous expliquons e n f i n  l a  r é s i s t a n c e  p a r t i c u l i è r e  de S.faecaZis par l e  

fai t  que c e t t e  b a c t é r i e  compense l ' absence  de c a t a l a s e  p a r  l ' a s s o c i a t i o n  f o n c t i o n n e l l e  

de deux enzymes f  l a v i n i q u e s  , une NAD% -oxydase e t  une NADH2 -peroxydase e t  r é d u i t  1 l eau 

oxygénée s e l o n  : 

Ces observa t ions  s u r  l e s  phénomènes r e s p i r a t o i r e s  cor roborent  l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

avec l e s  deux souches de l evu re  où nous avons vu que l e  mutant anaérobie  o b l i g a t o i r e  

é t a i t  l e  p l u s  r é s i s t a n t  aux p rodu i t s  de r ad io lyse  toxiques .  

En conclus ion ,  l ' é t u d e  comparative des dosages chimiqaes e t  des  courbes de l a -  

tence  bac t é r i enne  montre que l e  peroxyde d'hydrogène, s e u l  ou en syne rg ie  avec d ' a u t r e s  

p r o d u i t s  de r ad io lyse  mineurs, e s t  l e  p r i n c i p a l  responsable  de l a  t o x i c i t é  mesurée. 

Nous a l l o n s  maintenant e s saye r  de confirmer c e t t e  hypothèse. 



ROLE DE L'EAU OXYGENEE ET DES PEROXYDES ORGANIQUES 

Au vu des expériences précédentes, les peroxydes issus de la formation de radi- 

caux libres à partir de l'amidon, de l'eau et de l'oxygène de l'air paraissent être les 

principaux responsables de la létalité et des latences bactériennes. Nous pouvons cepen- 

dant penser que d'autres produits de radiolyse, encore inconnus, peuvent répondre aux 

mêmes caractéristiques générales et donc induire les mêmes effets antibiotiques. Les 

expériences qui suivent ont pour but de lever cette incertitude. 

Dans une première série, nous essayerons d'éliminer l'eau oxygénée ou ses sroches 

homologues supérieurs des extraits d'amidon irradié en utilisant les ions ferreux ou des 

enzymes connus pour leur activité peroxydasique : la catalase et la peroxydase. Si les 

peroxydes sont les principaux produits toxiques, ces agents réducteurs seront efficaces 

et les extraits ainsi traitée perdront tout pouvoir bactéricide. Dans le cas contraire, 

il nous faudra orienter les recherches sur d'autres composés radiolytiques. 

Afin de définir le rôle de certains peroxydes organiques de haut poids molécu- 

laire, des expériences seront réalisées après ultrafiltration des extraits d'amidon 

irradié. 

Enfin nous reconstituerons artificiellement un extrait d'amidon irradié à 1 Mrad 

à partir des produits purs du commerce pour mettre en évidence celui ou ceux qui sont 

plus particulièrement toxiques pour E.eoZi et pour coniparer la létalité observée à 

celle obtenue avec de véritables extraits. 

A. - FBSULTATS EXPERIMENTAUX 

1. - Action des ions ferreux 

L'action des ions métalliques est liée à une chaîne d'oxydo-réduction procédant 

par l'intermédiaire de radicaux libres [76 ,  2001 et initiée par des réactions du type : 

HO - OH + Fe++ - HO' + HO- '+ Fe+++ (AG = 6 kcal/M) 

RO - OH + Fe++ - RO' + HO- + Fe+++ (AG = 20 à 40 kcal/M) 

LATARJET et coll. [112] constatent que des concentrations de 10'11 M/1 d'ions ferreux 

suffisent pour catalyser 1 'oxydation de 1 'hydroquinone. D'après ces auteurs, 



" t h i s  e x p l a i n s  t h e  v a r i a b i l i t y  observed among d a i l y  experiments  on DNA when t h e  p u r i t y  

of water  and t h e  c l e a r l i n e s s  o f  g lassware  were not  s t r i c t l y  c o n t r o l l c d v  [110]. 

Dans un premier  temps, nous avons e x t r a i t  l e s  p r o d u i t s  de r a d i o l y s e  avec un m i -  

l i e u  contenant  IO-' M / 1  de s u l f a t e  f e r r e u x  e t  nous avons observé que de t e l s  e x t r a i t s  

s o n t  moins tox iques  que ceux obtenus  dans l e s  cond i t i ons  h a b i t u e l l e s .  

Une a u t r e  s é r i e  d 'expér iences  a  é t é  menée comme s u i t  : 

- e x t r a c t i o n  des p r o d u i t s  de r a d i o l y s e  avec un mi l i eu  de c u l t u r e  s a n s  s u l f a t e  

f e r r e u x ,  

- a d d i t i o n  au temps O de s u l f a t e  f e r r eux  a f i n  d ' a v o i r  une concen t r a t i on  f i n a l e  

de 10'' M/I, 

- a g i t a t i o n  au bain-marie thermorégulé à 30°C, 

- ensemencement s u c c e s s i f  d ' heu re  en  heure à p a r t i r  d'une p r é c u l t u r e  d i f f é r e n t e ,  

en  phase exponen t i e l l e ,  de manière à o b t e n i r  l e s  &mes popu la t i ons  i n i t i a l e s .  

11 a p p a r a î t  que c e s  c u l t u r e s  pe rden t  progressivement  l e u r s  p r o p r i é t é s  b a c t é r i c i -  

des  a l o r s  que nous n 'observons r i e n  de semblable s i  l a  même expér ience  e s t  e f f e c t u é e  
++ s a n s  i o n s  Fe ( f  i g .  17) .  

F igu re  1 7  - Diminution de 1 
de pré t ra i temen 

- - 

Extrait sans prhtraitement- 
- v - v - v - v - v - v - v  v  

t o x i c i t é  des  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  en  f o n c t i o n  du temps 
au s u l f a t e  f e r r e u x  avant  ensemencement. 

Dans l e s  deux c a s ,  l e  p r o d u i t  tox ique  a  é t é  r é d u i t  p a r  l e s  i o n s  mé ta l l i ques  ce 

q u i  nous conduit  à penser  q u ' i l  s ' a g i t  b i e n  de peroxydes. 



2. - Action de la catalase 

Cet enzyme catalyse la réaction : 

Il peut aussi utiliser comme substrats des peroxydes de poids moléculaire plus élevé que 

l'eau oxygénée, par exemple MeOOH et EtOOH. 

La constante de vitesse kl est de 6.10~ M-l s" pour la réaction : 

kl 
Cat (OH), + H202 - Cat (OH),OOH + HaO 

Elle passe à 8,5.105 M-' s-l pour MeOOH et à 2.10~ M'l s'l pour EtOOH [7]. 

Au cours de nos expériences, nous avons ajouté, 15 mn avant ensemencement, des 

concentrations croissantes de catalase à des extraits d'amidon irradié préalablement 

tamponnés : l'effet létal des produits de radiolyse diminue progressivement lorsque les 

concentrations d'enzyme augmentent (fig. 18). Ce phénomène varie cependant d'une manière 
considérable d'une expérience à l'autre et toute une gamme de réponses peut être enregis 

trée. Néanmoins, l'effet global reste qualitativement analogue : disparition de la léta- 

lité par action de la catalase sur les composés radiolytiques qui peuvent dès lors être 

identifiés comme des peroxydes. 

- -- 
Ternos [hl 

Figure 18 - Action de la catalase sur l'effet létal d'extraits d'amidon lavé irradié à 
1,5 Mrad. L'enzyme est employé aux concentrations suivantes : 

O 0 %/ml 0 10 vg/ml 100 ~-lg/ml 
e 0,5 ~lg/mi + 50 t-lg/ml 

en pointillé : témoin glucose. 



Nous a t t r i b u o n s  l e  manque de r e p r o d u c t i b i l i t é  à l a  format ion  é v e n t u e l l e  de pero- 

xydes organiques  p l u s  complexes, f  ormés secondairement à p a r t i r  de 1 'eau  oxygénée, e t  

pour l e s q u e l s  l 'enzyme a moins d ' a f f i n i t é ,  comme nous l e  montre l l e x a m e r  des cons t an t e s  

de v i t e s s e .  

3. - Dosage de l a  réductone 

C e r t a i n s  a u t e u r s  ont montré que l ' a l déhyde  éno l - t a r t ron ique ,  une l 'réductonetl de 

formule CHO-CO-C02H, e s t  toxique pour des b a c t é r i e s  i r r a d i é e s  e t  que c e t t e  t o x i c i t é  e s t  

t r è s  net tement  diminuée pa r  l a  c a t a l a s e  [2, 311. 

Af in  d ' é l imine r  c e t t e  hypothèse e t ,  malgré l a  coex i s t ence  peu probable  d 'un  agent  

a u s s i  oxydant que l e  peroxyde d'hydrogène e t  d 'un  r éduc t eu r  t e l  que l a  llréductone'l ,  nous 

avons dosé ce  p r o d u i t  [l ,  1581. Ces dosages r évè l en t  des q u a n t i t é s  de l l réductonel l ,  a c i d e  

ascorb ique  e t  a u t r e s  agen t s  r é d u c t e u r s  de c e  type ,  i n f é r i e u r e s  à 3 pg p a r  m l  d ' e x t r a i t  

d'amidon i r r a d i é  à 1 , 5 0  Mrad. C e t t e  concen t r a t i on ,  s t a t i s t i q u e m e n t  non s i g n i f i c a t i v e ,  

e s t  t r è s  d i f f é r e n t e  du taux a c t i f  s u r  E.coZi R I 2  : 1 mg/ml environ.  

4. - Action de l a  peroxydase 

Cet enzyme, t o u t  comme l a  c a t a l a s e ,  e s t  capable de décomposer l e  peroxyde d lhy-  

drogène mais a p l u s  d ' a f f i n i t é  pour l e s  peroxydes complexes comme l e  montre l e  t ab l eau  

des c o n s t a n t e s  de v i t e s s e  de l a  r é a c t i o n  : 

k1 
Per  OH + ROzH - (Pe r  OOH)= + ROH (avec R = H-,Et-,Me-) 

Dans nos expér iences ,  nous avons u t i l i s é  l a  peroxydase du r a i f o r t  à l a  concentra-  

t i o n  de 100 pg/ml avec de l ' a s c o r b a t e  de sodium (100 pM/ml) ou du NADH (50  pM/ml) dans 

l e s  mêmes cond i t i ons  que l a  c a t a l a s e  : a p r è s  t r a i t e m e n t ,  l e s  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  à 

1,5 Mrad ne s o n t  p l u s  tox iques  pour E.coiii 

S u b s t r a t  

Ha Oa 

Me OOH 

~t OOH 

La r e p r o d u c t i b i l i t é  des expé r i ences  e s t  i c i  m e i l l e ~ r e  que dans l e  c a s  de l a  ca t a -  

l a s e  c e  que nous imputons à l a  p l u s  grande a f f i n i t é  de l a  peroxydase v is -à -v is  de pero-  

xydes de masse molécula i re  élevée.  

Valeur de kl 
en  M-l s-l 

9 . 1 0 ~  

15.10~ 

3,6.106 



Ces expér iences  nous montrent que l e  peroxyde d'hydrogène r t  s e s  proches  homolo- 

gues s u p é r i e u r s  sont  impl iqués  dans l a  t o x i c i t é  des  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é .  

5. - Action de l a  serumalbumine 

Afin de montrer que l a  d é t o x i c a t i o n  obtenue avec l e s  enzymes n ' e s t  p a s  due à une 

a c t i o n  p r o t e c t r i c e  de l a  s t r u c t u r e  p r o t é i q u e  (groupemert - SH etc . . . ) ,  nous avons a j o u t é  

à des  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  à 1 , 5  Mrad des concen t r a t i ons  de serumalbumine identiqtaes 

à c e l l e s  de l a  c a t a l a s e  e t  de l a  peroxydase : l a  p r o t é i n e  n 'exerce  aucune p r o t e c t i o n  

v i s - à -v i s  des  p r o d u i t s  tox iques  e t  l ' a c t i v i t é  r é d u c t r i c e  de l a  c a t a l a s e  e t  de l a  peroxy- 

dase  e s t  b i e n  l e  f a i t  de l e u r s  p r o p r i é t é s  enzymatiques. 

6. - U l t r a f i l t r a t i o n  

Ces expér iences  où l e s  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  s o n t  préalablement  f i l t r é s  s u r  

une ultramembrane avant  l e u r  ensemencement, ont  é t é  e f f e c t u é s  avec S. cerevisiae dont l e  

t a u x  de c ro i s sance  e s t  modif ié  p a r  l e s  p r o d u i t s  de r ad io lyse .  Avec de t e l s  e x t r a i t s ,  il 

n ' e s t  pas  p o s s i b l e  de n o t e r  une v a r i a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  de i a  v i t e s s e  de c r o i s s a n c e  p a r  

r a p p o r t  à des  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  non t r a i t é s .  

Il a p p a r a î t  donc que l e  r a l en t i s semen t  de l a  c ro i s sance  de l a  l e v u r e  e s t  dû à des 

molécules  t r è s  p e t i t e s  du type  HaO2 ou s e s  proches homologues s u p é r i e u r s  moins f a c i l e -  

ment dégradables  p a r  l a  c a t a l a s e  mais de t o u t e s  façons ,  de po ids  molécula i re  i n f é r i e u r  

à 300. 

7. - Recons t i t u t i on  d 'un  e x t r a i t  d'amidon i r r a d i é  

Nous avons i c i  r e c o n s t i t u é  a r t i f i c i e l l e m e n t  un e x t r a i t  d'amidon i r r a d i é  à 1 Mrad 

à p a r t i r  des p r o d u i t s  p u r s  de commerce e t  des concen t r a t i ons  données p a r  l ' a n a l y s e  chi-  

mique [12 à 18,  127, 128:. 

TABLEAU 2 

COMPOSITION DE L'EXTRAIT D'AMIDON IRRADIE (1 Mrad) RECONSTITUX 

!%/ml 

O,  23 

2 ,67  

5 ,69  

6 ,29  

5,68 
12,69 

52 ,69  

P rodu i t s  

Peroxyde d'hydrogène . 
......... Formaldéhyde 

Acétone .............. 
....... Acide formique 

Acétaldéhyde ......... 
........ Malonaldéhyde 

Méthanol ............. 
b 

% / m l  

5 

9 , 2 3  

0 ,  70 
32 ,38  

6 , 8 6  

O, 65  

1 , 7 1  

P r o d u i t s  

Mannose ............. 
.............. Xylose 

.............. Ribose 

...,....... Erythrose  

Galac tose  ........... 
............. Maltose 

Glucose ............. 



Nous avons t e s t é  au p o i n t  de vue t o x i c i t é  t o u t e s  l e s  combinaisons p o s s i b l e s  des 

7 d e r n i e r s  s u c r e s  i n d i s s o c i é s  e t  des 7 premie r s  composés s e u l s  ou en  mélange. 

F igure  20 - Comparaison de l a  t o x i c i t é  d ' e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  à 1 Mrad 
e t  des  d i f f é r e n t s  p r o d u i t s  de r a d i o l y s e  du t ab l eau  2. 

: Témoin glucose e t  mélange de t o u s  l e s  composés s a u f  l ' e a u  
oxygénée e t  l e  formol. 

: Formol s e u l  ou mélange de t ous  l e s  composés s a u f  l ' e a u  
oxygénée. 

@ : E x t r a i t  d'amidon i r r a d i é  à 1 #rad. 

: Eau oxygénée s e u l e  ou en  mélange avec l e s  a u t r e s  composés du 
t a b l e a u  2 y  compris l e  formaldéhyde. 

La f i g u r e  20 f a i t  a p p a r a î t r e  l e s  f a i t s  s u i v a n t s  : 

- Tous l e s  mélanges contenant  l e  peroxyde d'hydrogène provoquent l a  même l é t a l i t é  que 

ce  de rn i e r .  

- Tous l e s  e x t r a i t s  a r t i f i c i e l l e m e n t  r e c o n s t i t u é s  où s e  t rouve l e  formaldéhyde s a n s  

eau oxygénée ont  l e  même pouvoir  tox ique  que l ' a l déhyde  seu l .  

- Aucun composé a u t r e  que l e  peroxyde d'hydrogène e t  l e  formol n ' e s t  tox ique .  

- La t o x i c i t é  provoquée p a r  l e  peroxyde masque c e l l e  due au formalàéhyàe. 

- Le peroxyde d'hydrogène s e u l ,  à l a  c o n c e n t r a t i o n  c a l c u l é e  équ iva l en t e  à 1 Mrad,est  

beaucoup p l u s  tox ique  que l ' e x t r a i t  d'amidon i r r a d i é  à c e t t e  dose mais l e s  deux 

courbes ont  l a  même pente  i n i t i a l e  ce  q u i  permet d ' é t a b l i r  une a n a l o g i e  e n t r e  l ' e a u  

oxygénée e t  l e  p r i n c i p a l  p r o d u i t  de r a d i o l y s e  tox ique .  Nous pouvons supposer  que 

dans l e  c a s  de l ' e x t r a i t  d'amidon i r r a d i é ,  l ' a c t i o n  de l ' e a u  oxygénée e s t  compensée 

s o i t  p a r  un a u t r e  p rodu i t  de r ad io lyse  ne f i g u r a n t  p s s  s u r  l a  l i s t e  du t a b l e a u  2 

( p a r  exemple des  d e x t r i n e s  pouvant r é a g i r  secondairement avec l ' e a u  oxygénée), s o i t  

p a r  un composé r é s i d u e l  de l 'amidon f a v o r i s a n t  l a  c ro i s sance  b a c t é r i e n n e  (amino- 

a c i d e s ,  v i t amines  etc.. .) ,  s o i t  p a r  l e s  deux à l a  f o i s .  



B. - CONCLUSION 

L ' e f f e t  toxique des  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  e s t  p r inc ipa lement  di3 au peroxyde 

d'hydrogène. Il e s t  cependant p o s s i b l e  que dans l e s  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é ,  une par-  

t i e  de c e t t e  eau oxygénée s e  combine avec des molécules organiques p l u s  complexes, au- 

t r e s  que c e l l e s  é t u d i é e s  j u s q u ' i c i ,  pour donner des alkylhyàroperoxydes (ROOH) ou des 

a lkylperoxydes  (ROOR) t o u t  a u s s i  t ox iques  pour l a  b a c t é r i e .  

R R R 
\ I 

H - O  + c=o-  H - O - C - O  - H - 0 - 0 - C - O H  
I / LE-; i j, I 

H - O  R R 

L ' ex i s t ence  de c e s  peroxydes complexes f o u r n i t  une e x p l i c a t i o n  aux d i f f é r e n c e s  de 

r é a c t i v i t é  obtenues avec l a  c a t a l a s e  q u i  r é d u i t  l e  peroxyde d'hydrogène mais beaucoup 

p l u s  d i f f i c i l e m e n t  s e s  homologues s u p é r i e u r s .  Les expér iences  d ' u l t r a f i l t r a t i o n  nous ont  

cependant montré que c e s  peroxydes complexes ne son t  p a s  des s u c r e s  p o r t e u r s  de groupe- 

ments HO,-. 

L ' a u t r e  composé tox ique  p r é s e n t  dans c e s  e x t r a i t s  e s t  l e  formaldéhyde b i e n  connu 

pour son  a c t i v i t é  s u r  l e s  groupements aminés des p r o t é i n e s  e t  des  a c i d e s  nuc lé iques  

[57, 66 à 70, 146, 1881. Il f a u t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  n o t e r  que LOVELESS, e n  é t u d i a n t  l t a c t i -  

v i t 6  radiomimétique d  'un c e r t a i n  nombre d  ' agen t s  e s t é r i f  i a n t s  e t  a l k y l a n t s  s u r  Vicia f a b ~ ,  

a suggéré  que l e  formaldéhyde peu t  a g i r  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de l a  format ion  d 'un  pero- 

xydê organique à p a r t i r  de l ' e a u  oxygénée na ture l lement  p r o d u i t e  [I l?] .  

Ce t t e  hypothèse s ' a cco rde  avec l e s  conclus ions  c i -dessus  puisque  l e s  r é a c t i o n s  e c  

cause  s e r a i e n t  a l o r s  : 

b i e n  que ce  d e r n i e r  p r o d u i t  p a r a i s s e  t r è s  i n s t a b l e  aux pH phys io logiques  [124]. 



MODE D'ACTION DU PEROXYDE D'HYDROGENE ET 
DES EXTRAITS D'AMIDON IRRADIE SUR E,COLI 

Les extraits d'amidon irradié sont toxiques pour E.coZi et nous avons montré que 

cette toxicité est principalement due au peroxyde d'hydrogène radioformé. du niveau du 

métabolisme bactérien, de très nombreuses réactions peuvent être modifiées par l'oxydant 

puissant qu 'est 1 'eau oxygénée. 

Les réactions des peroxydes avec d'autres espèces chimiques sont de deux types : 

les réactions non radicalaires (substitutions nucléophiles d'ordre 2, réarrangements 

électroniques, béliminations, processus cycliques) et les réactions radicalaires. Pour 

ces dernières, il y a initiation de la chaîne de réaction soit par des ions métalliques, 

comme nous l'avons vu plus haut, soit par des rayons U.V. de longueurs d'onde inférieures 

à 380 nm. 

&Oa + ~ e + +  - HO' + HO- + ~e+++ 

hv 
% o a  - 2HO' C I  81 1 

La chaîne de réactions radicalaires ainsi initiée peut se propager en fonction de l'ac- 

tivité des espèces adjacentes. 

HO' + &O, - HO,' + H@o 

Ho; + Ho; - H,O, + 0, 

Ho; + HO' - % O  + O, 

HO,' - H e  + 0, 

Il faut noter que le radical HO2 est relativement peu réactif en comparaison de HO' et 

que la réaction : 

HO,' + HaO, - & O  + 0, + HO' 

ne peut se produire que si la concentration en GO, est importante. Ces réactions peu- 

vent aller jusqu'à disparition complète de l'eau oxygénée et des radicaux formés. 

Par ailleurs, des raàicaux organiques peuvent réagir directement avec l'oxygène 

atmosphérique ou provenant dtune réaction radicalaire pour donner un radical peroxy- 



organique : 

RO' + HO' - RO, H 

RO' + HO' - R' + HO,' 

R' + 0, - ROa' 

Des r é a c t i o n s  de ce  t ype  peuvect s e  r é a l i s e r  l o r sque  des peroxydes s e  t rouvent  dans un 

contexte  f a v o r a b l e  à q u a n t i t é s  de r é a c t i o n s  c e  q u i  e s t  notamment l e  c a s  dans l e  mi l ieu  

i n t r a c e l l u l a i r e .  Nous a l l o n s  brièvement p a s s e r  en  revue l a  r é a c t i v i t é  des s u c r e s ,  des 

l i p i d e s ,  des  a c i d e s  nuc lé iques  e t  des p r o t é i n e s  v is -à -v is  des peroxydes. 
d 

En c e  q u i  concerne l e s  po lysaccha r ides ,  l e s  a u t e u r s  observent  des dépolymérisa- 

t i o n s  (dex t r ane ,  c e l l u l o s e ,  amidon) t a n d i s  que pour l e u r s  monomères, l e s  phénomènes no- 

t é s  s o n t  des  s c i s s i o n s  de cha înes ,  des oxydat ions de r é s idus .  Cependant l ' i n t e r a c t i o n  de 

%O, avec l e s  carbohydra tes  dépend de t r è s  nombreux f a c t e u r s  t e l s  que l a  tempéra ture ,  l a  

concen t r a t i on ,  l e  pH, l e  temps de r é a c t i o n  e t  l a  présence de c a t a l y s e u r s  [25, 79, 80, 

135, 136, 1431. 

Les i n t e r a c t i o n s  des l i p i d e s  e t  de s  peroxydes s o n t  extrêmement complexes pour 

deux r a i s o n s  : t o u t  d 'abord  l e s  a c i d e s  g r a s  s 'oxydent  avec beaucoup de f a c i l i t é  p a r  un 

mécanisme maintenant b i e n  connu e t  d 'où  il r e s s o r t  que l ' i n i t i a t i o n  de l a  chaîne r ad i ca -  

l a i r e  dépend de l a  formation de rad icaux  l i b r e s  r é s u l t a n t ,  s e l o n  l e  c a s ,  d 'un t r a i t emen t  

thermique, d 'une  i r r a d i a t i o n  ou de l a  c a t a l y s e  p a r  des i o n s  mé ta l l i ques .  P a r  l a  s u i t e ,  

c e s  a c i d e s  g r a s  peroxydés deviennent  eux-mêmes des i n i t i a t e u r s  de cha înes  L19, 163 à 

165, 2041. 

Les r eche rches  concernant  l ' a c t i o n  des  peroxydes s u r  l e s  p r o t é i n e s  ou l e u r s  compo- 

s a n t s  remontent à 1912. A c e t t e  époque, EFFRONT conc lua i t  que l'par l ' a c t i o n  de l ' e a u  

. oxygénée en  m i l i e u  a l c a l i n  s u r  l e s  ma t i è r e s  albuminoïdes e t  l e s  a c i d e s  aminés, on abou- 

tit à une désaminat ion i n t é g r a l e t 1  [51]. En f a i t ,  l e s  r é s u l t a t s  l e s  p l u s  souvent  rencon- 

t r é s  fon t  é t a t  d 'une  modi f ica t ion  des r é s i d u s  méthionine e t  des groupements t h i o l s  : l e s  

enzymes t r a i t é s  au peroxyde d'hydrogène pe rden t  l e u r  a c t i v i t é  ou même s e  dénaturent .  Les 

expér iences  à ce s u j e t  son t  nombreuses e t  d i v e r s  systèmes p ro t é iques  ont  é t é  u t i l i s é s  : 

Chymotrypsine de KOSHLAND - Trypsine e t  RNase p a r  KASSER e t  pa r  NEUMANN - S u b t i l i s i n e  - 
Lipoxygénase - Cytochrome C - e t c .  .. [g, 20, 48, 91, 100, 101, 123, 124, 131, 133, 142, 

144, 155, 195, 2031- 

Enf in  l ' a c t i o n  des peroxydes s u r  l e s  a c i d e s  nuc lé iques  s e  s i t u e  k deux niveaux : 

une dég rada t ion  du polymère e t  de s e s  c o n s t i t u a n t s  d 'une sart, une peroxydat ion  de ce r -  

t a i n e s  b a s e s  à l ' i n t é r i e u r  ou à l ' e x t é r i e u r  du polymère d ' a u t r e  p a r t .  La l i t t é r a t u r e  à 

ce  s u j e t  e s t  t r è s  importante e t  l ' o n  peu t  en  r e t e n i r  des modes d ' a c t i o n  généraux du 

peroxyde d'hydrogène s u r  l e  DNA [3, 4, 29, 30,  32, 33, 40, 42, 55, 561 : 

- l i b é r a t i o n  des 4  bases  de l ' o r d r e  de 1  à 2 % ( jamais  des  nuc l éos ides )  dans 



l'ordre T > A > C > G, due à l'oxydation du désoxyribose par un radical libre 

[I~o, 1811; 

- rupture des liaisons phosphodiesters c155, 1571 ; 
- altération des bases pyrimidiques se traduisant par une diminution d'absorp- 

tion; 

- peroxydation de la liaison 5-6 des pyrimidines [IO6 à 1121. 

Parmi la multitude de sites susceptibles d'être affectés par le peroxyde d'hydro- 

gène, nous avons choisi d'étudier l'ADN et les groupements thiols. L'ADN nous a paru im- 

portant car il s'agit là de molécules de base liées à la vie cellulaire et dont nous 

essaierons de mettre en évidence des modifications (mutations, induction de phages). Les 

groupements thiols sont des fonctions réductrices - donc particulièrement sensibles à 

l'eau oxygénée - nécessaires au fonctionnement aormal du métabolisme (respïratiori, for- 
mation d1ATP). Nous avons ainsi été amenés à nous intéresser à l'interaction entre le 

peroxyde d'hydrogène et des molécules capitales pour ce métabolisme : les acides a-cé- 

toniques et plus particulièrement l'acide pyruvique. 

A. - MODE D'ACTION DU PEROXYDE D'HYDROGENE ET DES EXTRAITS D'AMIDON IRRADIE SUR L'ADN 

L'hypothèse de travail consiste ici à rendre compte de la toxicité des extraits 

d'amidon irra.dié et plus particulièrement de l'eau oxygénée par une éventuelle dégrada- 

tion de l'ADN. Nous avons vu, en effet, que le peroxyde d'hydrogène altère les différen- 

tes bases constituant cet ADN et il est possible de supposer que toute altération se 

traduira par une augmentation du taux de mutation CU peut-être par l'induction de pro- 

phages chez des bactéries lysogènes. 

Nous avons, par ailleurs, comparé la létalité en fonction de la concentration de 

' peroxyde à une courbe théorique dont nous avons fait l'anslyse. 

Enfin, nous avons essayé d'isoler des mutants résistants à l'eau oxygénée ou aux 

produits de radiolyse toxiques afin de repérer un éventuel site de résistance sur le 

chromosome bactérien et d'en effectuer l'analyse génétique. 

1. - Mutagénèse 

Chez E-coZi cultivé en présence d'extraits d'amidon irradié à 1 et 5 Mrad ou 

dans des milieux contenant 5 et 10 pg/ml d'eau oxygénée, nous avons mesuré le taux de 

réversion pour les marqueurs : Thr, Leu, Arg, Pro, His, Lac. Nous observons qu'une irra- 

diation de l'amidon à la dose de 1 Mrad ou que la grésence de peroxyde d'hydrogène n'ont 

qu'une faible influence snr ce taux de réversion (augmentation d'un facteur de 2 à 3 
pour les marqueurs Thr, Leil et Arg). Notons en passant que l'amidon irradié à 5 Mrad 
contient des produits mutagènes solubles agissant notamment au niveau du site Thr dont 
le taux de mutation spontange est déjà très important (tableau 3). 



TABLEAU 3 

NOMBRE DE REVERTANSS ( x  10') APPARAISSANT DANS UNE CULTURE EN PHASE EXFONENTIELLE 
DE E.coZi CULTIVE EN PRESENCE DE DIFFERENTS COMPOSANTS 

2. - Induc t ion  de phages chez une b a c t é r i e  lysogène 

Marqueurs 

Thr 

Leu 

H i s  

Arg 

Pro  

Lac 

L ' a c t i v i t é  i n d u c t r i c e  de base  e s t  mesurée en  met tan t  en  présence  d'une p a r t  l a  

souche lysogène GY140 c u l t i v 6 e  avec  des e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  à 1  e t  5 Mrad ou de 

l ' e a u  oxygénée à 5 e t  1 0  )~g/ml e t  d ' a u t r e  p a r t  une souche i n d i c a t r i c e  GY521, p u i s  e s t  

comparée à l ' a c t i v i t é  i n d u c t r i c e  de base d 'une c u l t u r e  témoin ( v o i r  ' 'Matériel  e t  métho- 

d e s u ) .  

Quel les  que s o i e n t  l e s  c o n d i t i o n s  de c u l t u r e ,  il n 'y  a aucune production de pha- 

g e s  i n d u i t s  p a r  l e s  p r o d u i t s  de r a d i o l y s e  de l 'amidon ou p a r  l e  peroxyde d'hydrogène. 

De p l u s ,  l e  nombre de phages l i b r e s  dans l a  c u l t u r e  d é c r o î t  en présence  d ' e x t r a i t s  d 'a-  

midon i r r a d i é  à 5 Mrad c e  q u i  t e n d r a i t  à montrer que l e s  v i r u s  s o n t  eux-mêmes a f f e c t é s  

p a r  c e s  p r o d u i t s  de r a d i o l y s e .  

Il a p p a r a î t  donc que l ' e a u  oxygénée ne va  pas  toucher  l e s  s i t e s  d ' i n d u c t i o n  du 

prophage s u r  l ' A D N  b a c t é r i e n  : il e s t  b i e n  entendu d i f f i c i l e  de conclure  p a r  l à  que l e  

peroxyde d'hydrogène ne v a  pas  mod i f i e r  ce  d e r n i e r .  Cependant l ' e x p é r i e n c e  r appor t ée  

i c i ,  a s s o c i é e  à l a  recherche  de r é v e r t a n t s ,  nous permet de penser  que l a  macromoléci~le 

d'ADN n ' e s t  pas  l e  s i t e  p r i n c i p a l  d ' a c t i o n  du peroxyde. 

TEMOIN 

60 

3 
5 

5 
# 0  

# 0  

3. - Etude de l a  l é t a l i t é  en f o n c t i o n  de l a  concen t r a t i on  en  eau oxygénée 

En admettant  que l ' A D N  c o n s t i t u e  une c i b l e  d ' a t t a q u e  pour % O Z ,  un organisme 

ayant  n  c i b l e s  p o s s i b l e s  e s t  t ué  l o r s q u e  chacune de s e s  n  c i b l e s  r e ç o i t  au moins un 

coup; c ' e s t  seulement l o r s q u e  t o u t e s  l e s  n  c i b l e s  son t  touchées que l 'o rganisme meurt. 

L 'équat ion  pour ce  modèle e s t  : 

Amidon 
Mrad 

110 

4 

5 

5 
O 

O 

où So e s t  l e  nombre d 'organismes avan t  l ' a c t i o n  du p r o d u i t ,  S l e  nombre d 'organismes 

s u r v i v a n t s  ap rè s  a c t i o n  du p rodu i t  à l a  concen t r a t i on  C. e s t  une cons t an t e  c a r a c t é r i e -  

t i q u e  de l a  t a i l l e  de l a  c i b l e .  La courbe de s u r v i e  de ce modèle e s t  une s igmoïde : 

4 

Amidon % O2 Hz O2 
5 Mrad 

1  70 

8 
O 

7 
O 

O 

2400 126 

O 

1  O 

O 

O 

1 5  

O 

O 



pour o b t e n i r  n  il f a u t  procéder  pa r  e x t r a p o l a t i o n  à C=O de l a  p a r t i e  d r o i t e  de l a  courbe 

d 'équat ion  : 

Lorsque l e  DNA s e u l  e s t  touché,  on o b t i e n t  n=2 pour une b a c t é r i e  ( f i g .  21). 

Dose tkradl 

Figure  21 - Courbe de l é t a l i t é  de c e l l u l e s  bac t é r i ennes  en  fonc t ion  de l a  dose quand l e s  
deux molécules de DNA son t  simultanément touchés. (La courbe théo r ique  r e s t e  
l a  même s ' i l  s ' a g i t  d 'un  p r o d u i t  tox ique  employé à l a  c o n c e n t r a t i o n  C ) .  

La courbe obtenue pour des concen t r a t i ons  de peroxyde a l l a n t  de O à I O  & / m l  e s t  

t r è s  d i f f é r e n t e  de l a  courbe c i -dessus  proposée pour l e  DNA : e l l e  e s t  c o n s t i t u é e  d 'une 

p a r t i e  à pen te  impor tan te  s u i v i e  pa r  une p a r t i e  à pen te  moins é l evée  ( f i g .  22). Donc au 

regard  de l a  t h é o r i e  énoncée c i -dessus ,  c e  ne s o n t  pas  l e s  deux moléculss  de DNA qu i  

s o n t  a f f e c t é e s  p a r  l ' e a u  oxygénée. 
- .  - 

Figu re  22 - Pourcentage àe s u r v i v a n t s  dans une c u l t u r e  de 3 h 
en  fonc t ion  de l a  concen t r a t i on  en  eau oxygénée. 



Ce type  de courbe r a p p e l l e  l a  s i t u a t i o n  d é c r i t e  p a r  POWERS e t  TOLMACH [ I ~ o ]  avec des  

c e l l u l e s  de lymphomes de s o u r i a  Zn vivo où l a  p a r t i e  à pen te  é levée  c a r a c t é r i s e  l a  me- 

s u r e  d 'une  popula t ion  de c e l l u l e s  a é r o b i e s  t a n d i s  que l a  p a r t i e  à pen te  f a i b l e  r ep ré -  

s e n t e  c e l l e  d'une p e t i t e  f r a c t i o n  de c e l l u l e s  anaérobies .  

4. - Résis tance  aux p r o d u i t s  de r a d i o l y s e  e t  à l ' e a u  oxygénée 

Le b u t  de c e s  expér iences  e s t  de t rouve r  des  b a t s  dlE.coZi r é s i s t a n t s  aux 

p r o d u i t s  de r ad io lyse  tox iques  de l 'amidon i r r a d i é ,  c ' e s t - à - d i r e  des b a c t é r i e s  q u i  ne 

p r é s e n t e n t  p l u s  l e s  phénomènes de l é t a l i t é  observés  auparavant .  Les mutants  éven tue l s ,  

capables  p a r  un moyen ou p a r  un a u t r e  de décomposer l ' e a u  oxygénée, nous a u r a i e n t  permis 

de l o c a l i s e r  s u r  l e  chromosome b a c t é r i e n  un s i t e  important  pour l ' e x p l i c a t i o n  du méca- 

nisme de t o x i c i t é .  

En f a i t ,  des c u l t u r e s  s u c c e s s i v e s  d'E.cozi dans des  e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  à 

1 e t  5 Mrad ou en présence  de peroxyde d'hydrogène à 5 e t  1 0  &/ml, ensemencées à p a r t i r  

de p r é c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  dans l e s  mêmes cond i t i ons  ne f o n t  a p p a r a î t r e  aucun mutant de 

r é s i s t a n c e  à ces  p r o d u i t s .  Nous avons obtenu l e s  mêmes r é s u l t a t s  avec S. cerec is iae  

En conclus ion  de c e t t e  é t u d e  s u r  l ' A D N  b a c t é r i e n ,  nous pensons que l e s  e x t r a i t s  

d'amidon i r r a d i é  à 1  Mrad ou l ' e a u  oxygénée à des  concen t r a t i ons  é q u i v a l e n t e s  à c e t t e  

dose ont  une f a i b l e  a c t i o n  s u r  l a  macromolécule. Cet e f f e t  e s t  hors  de p r o p o r t i o n  avec 

l a  l é t a l i t é  observée e t  ne rend p a s  compte de l a  t o x i c i t é  observée auparavant .  Cependant 

l a  dégrada t ion  du chromosome b a c t é r i e n  ne peut  ê t r e  cons idérée  comme n u l l e  s u r t o u t  pour 

des doses d ' i r r a d i a t i o n  p l u s  é l e v é e s  (Réversion Thr à 5 Mrad). 

B. - MODE D'ACTION DU PEROXYDE D'HYDROGENE SUR CERTAINS INTERMEDIAIRES METABOLIQUES 

Les nombreux t r avaux  concernant  l ' oxyda t ion  des  groupements t h i o l s  p a r  l e  péroxy& 

d'hydrogène nous ont  amenés à v é r i f i e r  s u r  l a  c y s t é i n e ,  l e  g l u t a t h i o n  e t  l ' a c i d e  l i p o ï q e  

(ac ide  6-8 t h i o c t i q u e )  l e s  r é s u l t a t s  s i g n a l é s .  L ' i n t é g r i t é  des fonc t ions  -SH e s t  e n  e f -  

f e t  p r imord ia l e  pour l e  métabolisme c e l l u l a i r e  c a r  de nombreux enzymes cont iennent  des 

rad iacaux -SH l i b r e s  à l e u r  c e n t r e  a c t i f  ou comme f a c t e u r  de s t r u c t u r e .  Au s u r p l u s ,  

l ' a c i d e  l i p o ï q u e ,  p a r  s o l  r ô l e  de coenzyme au n iveau  du t r a n s f e r t  de l ' a c é t a t e  a c t i f  du 

pyruvate  au  coenzyme A ,  e s t  e s s e n t i e l  à l a  mise en  oeuvre ch cyc l e  de KREBS, noeud v i t a l  

de ce métabolisme e t  son  bloquage sous  forme oxydée peut  ê t r r  f a t a l  à l a  b a c t é r i e  ( f i g .  

23) 
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Figure 23 - Glycolyse et cycle de KRFBS. 

C'est en essayant de court-circuiter l'étape de formation de l'acétyl-coenzyme A 

que nous avons cultivé E.coZi sur des milieux contenant de l'acide accétoglutarique et 

que nous avons mis en évidence un autre type de protection des bactéries contre l'effet 

toxique de l'eau oxygénée. 

1. - Rôle de la cystéine, du glutathion et de l'acide lipoïque 

Alors que la cystéine  IO"^, 10 '~  et  IO-^ molaire ajoutée à un milieu de culture 

contenant de l'eau oxygénée à la concentration de 5 ou 10 pg/ml n'offre aucune protec- 

tion aux bactéries, le glutathion aux mêmes concentrations permet la croissance dtE. 

coZi malgré le peroxyde. Il apparaît qu'en dépit de leur strccture chimique voisine se 

traduisent par des potentiels d'oxydo-réduction analogues, ces deux réducteurs ont des 

réactivités différentes vis-à-vis du peroxyde d'hydrogène. 

Nous avons vérifié que cette protection contre les effets oxydants de l'eau oxy- 

génée était due à une réaction in vitro dans le milieu de culture et non dans le cyto- 



plasme bactérien. En effet, les dosages au thiocyanate d'ammonium et sulfate ferreux f& 

apparaître une rapide disparition du peroxyde d'hydrogène en présence du glutathion et 

en l'absence des bactéries. 

La réaction étudiée est donc : 

Le même phénomène peut aussi s'observer avec l'acide lipoïque employé à la concentration 

de Iom4 ~ / 1  : 

Cette réaction d'oxydoréduction qui a lieu en quelques minutes dans le milieu de 

culture consomme le peroxyde d'hydrogène ajouté ou produit par l'irradiation de l'amidon: 

il s 'agit donc là d'une protection in &tPo qui ne nous permet pas de faire une hypo- 

thèse sur. le site d'action du peroxyde. Néanmoins il n'est pas interdit de supposer 

qu'une réaction mise en évidence dans le milieu de culture puisse également avoir lieu 

dans le système intracellulaire et par là bloquer certains métabolismes où les groupe- 

ments thiols sont mis en jeu. 

2. - Rôle des acides a-cétoglutarique et pyruvique 

L'objectif est ici de vérifier que ie peroxyde d'hydrogine bloque l'acide lipoï- 

que sous sa forme oxydée et empêche ainsi le passage de l'acétate actif du pyruvate au 

coenzyme A. Pour cela, nous avons cultivé des bactéries sur un intermédiaire métabolique 

situé après l'étape bloquée : les résultats font apparaître que des croissances dtE. CO& 

en présence d'acide a-cétoglutarique IO" molaire et d'eau oxygénée à 10 &/ml se com- 

portent comme des croissances témoins. Cependant les dos.zges d'eau oxygénée montrent 

qu'elle réagit directement sur l'acide a-cétoglutarique in vitro avant de pénétrer dans 

la bactérie. 

Le peroxyde d'hydrogène oxyde donc les acides a-c6toniques par un mécanisme que 

nous décrirons comme une décarboxylation oxydative : 

O 
II //O 

R -  C -  CO,H + %O, - R -  C + CC, + %O 
\ 

Nous avons observé les mêmes résultats avec un autre acide 0-cétonique b i e n c m ,  

l'acide pyruvique. Le dosage simultané du peroxyde d'hydrogène par le thiocyanate d'am- 

monium et par le sulfate Zerreux et de l'acide pyruvique par la lactate desbydrogénase 

dans un milieu contenant ces deux réactifs nous a epporté la. preuve de la réaction di- 

recte & v&o du peroxyde sur l'acide a-cétonique (fig. 24). 



Figure  24 - Cinétique de d i s p a r i t i o n  du pyruvate de sodium 
en  présence d ' eau  oxygénée (3,6 pM/ml). 

Pour é v i t e r  c e t t e  r é a c t i o n  i n  v i t r o ,  nous avons cherché une technique  qu i  per-  

mette  au pyruvate de p é n é t r e r  dans l a  b a c t é r i e  avant  d ' ê t r e  oxydé p a r  l ' e a u  sxygénée, 

ou qu i ,  en d ' a u t r e s  termes,  n ' a u t o r i s e  l a  r é a c t i o n  peroxyde-pyruvate qu ' à  1 1 i n t 6 r i e u r  

du cytoplasme b a c t é r i e n .  

Pour c e l a ,  nous avons c u l t i v é  E.coZi pendant p l u s i e u r s  géné ra t ions  dans des 

mil ieux sans  glucose e t  sans  peroxyde, avec l e  pyruvate comme seule source de carbone et 

d 'énerg ie .  Ces b a c t é r i e s ,  rapidement l a v é e s  deux f o i s  dans du tampon f r o i d  e t  r e p r i s e s  

s u r  un f i l t r e  l lMi l l iporeH ont s e r v i  à ensemencer des mil ieux de c u l t u r e  g lucosés  conte-  

nant  des  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d 'eau  oxygénée. En ce qu i  concerne l e s  témoins,  nous 

avons e f f e c t u é  l e s  mêmes opéra t ions  à p a r t i r  de b a c t é r i e s  c u l t i v é e s  uniquement s u r  du 

glucose. Les r é s u l t a t s  montrent que l e s  b a c t é r i e s  dont l e  pool  de pyruvate  a é t é  a r t i -  

f i c i e l l e m e n t  augmenté p a r  des p r é c u l t u r e s  con t inues  en présence de ce p r o d u i t  ont une 

p l u s  grande r é s i s t a n c e  v is -à-v is  de l ' e a u  oxygénée que l e s  b a c t é r i e s  témoins ( f i g .  25). 
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Figure 25 - Rapport du nombre de b a c t é r i e s  dans une c u l t u r e  contenant  x pg/ml de peroxyde 
d'hydrogène au nombre de b a c t é r i e s  dans une c u l t u r e  contenant  O pg/ml de ce 
p r o d u i t  a p r è s  3 h 30 de c ro i s sance  en  fonc t ion  de l a  c o n c e n t r a t i o n e n  peroxyde 
d'hydrogène. 

La r é a c t i o n  que nous avons dosée in vitro s e  déroule a u s s i  i n  v i v o  e t  l ' e a u  cxy- 

génée oxyde l e  pyruvate i n t r a c e l l u l a i r e  e t  l e  d é t r u i t  i r r éve r s ib l emen t ,  

En conclus ion  de c e t t e  é tude  s u r  l ' i n t e r a c t i o n  de c e r t a i n s  i n t e r m é d i a i r e s  du mé- 

tabolisme b a c t é r i e n  e t  du peroxyde d'hydrogène nous avons montré que l e s  groupements 

t h i o l s  e t  l e s  a c i d e s  a-cétcaiques s o n t  dégradés in vitro p a r  l ' e a u  oxygénée. Ces réac- 

t i o n s  q u i  s e  déroulent  i n  v&o peuvent a u s s i  s ' e f f e c t u e r  i r z  v i v o  comme l e  démontre 

l ' expé r i ence  où l e  s e u l  l i e u  p o s s i b l e  de r encon t r e  du pyruvate e t  du peroxyde e s t  l e  

cytoplasme b a c t é r i e n .  Dans ce cas  il a p p a r a î t  que l 'ensemble glycolyse-cycle des  ac ides  

t r i c a r b o x y l i q u e s  e s t  bloqué pa r  décarboxyla t ion  oxydative de l ' a c i d e  pyruvique e t  de 

l ' a c i d e  @-cétoglutarique.  Cette  vo ie  métabolique é t a n t  l e  nceud v i t a l  du métabolisme 

b a c t é r i e n ,  t o u t e  p e r t u r b a t i o n  peut  e n t r a î n e r  un a r r s t  t o t a l  de l a  v i e  c e l l u l a i r e  ce qui  

rend compte de l a  t o x i c i t é  des e x t r a i t s  d'amidon i r r a d i é  contenant ce  peroxyde. 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  

L'évaluation toxicologique représente une démarche essentielle dans toute re- 

cherche sur l'irradiation des denrées. Elle est abordée au Service de Radioagronomie 

sur l'exemple de l'amidon de maïs par des essais sur rats et souris et par des cultures 

bactériennes effectuées à partir d'extraits du polysaccharide irradié. Ce second volet 

de l'étude, rapporté ici, a été entrepris en raison de la facilité de manipulation d'un 

micro-organisme et de la rapidité des résultats acquis sur plusieurs générations. 

Après avoir mis au point les techniques capables de mesurer les phases de la- 

tence ou la létalité d' Escherichia coZi cultivée en présence de produits de radiolyse, 

nous avons pu, dans un premier temps, déterminer avec assez de précision ].es conditions 

pour lesquelles la toxicité des extraits d'amidon irradié était maximale ou ninimale 

donc de maîtriser tous les paramètres influençant les résultats. Cette première partie 

a aussi permis de dégager, parmi les différents composés radiolytiques dosés au labora- 

toire, le peroxyde d'hydrogène comme principal produit toxique. 

Nous avons vérifié l'hypothèse de l'activité bactéricide de l'eau oxygénée ou de 

ses proches homologues supérieurs par différentes techniques. II faut toutefois souli- 

gner que le principal composé toxique n'est pas directement issu de la chaîne carbonée 

de l'amidon mais provient de la radiolyse de l'eau et de l'action de l'oxygène dissous 

ou de la coupure homolytique de cette eau par les radicaux libres radioformés. Il semble 

cependant possible que le peroxyde d'hydrogène forme avec d'autres molécules radiolyti- 

ques des peroxydes organiques carbonylés du type radioalkylperoxydes (ROOR) ou radioal- 

kylhydroperoxydes (ROOH). 

Enfin, et comme il faut s'y attendre de la part d'un oxydant aussi énergique que 

l'eau oxygénée, plusieurs sites intracellulaires peuvent être affectés par ce composé. 

Si l'ADN paraît relativement peu modifié - pas d'induction de phages, pas de muta- 
tions - d'autres molécules du type des acides a-cétoniques intervenant dans le métabo- 
lisme bactérien sont complètement dégradées. Il en est de même pour certains groupements 

thiols qui, oxydés en pont disulfure, deviennent incapables d'assurer les cycles d'oxydo- 

réduction nécessaires au métabolisme. 

A ce titre, un lieu d'action privilégié de l'eau oxygénée est constitué par l'en- 

senble glycolyse-cycle de Krebs qui se trouve bloqué non seulement par oxydation irré- 

versible de l'acide lipoïque mais aussi par décarboxylati~n oxydative des deux princi- 

paux intermédiaires : les acides pyruvique et a-cétoglutarique. Mous rappelons ici que 



c e t t e  v o i e  métabolique é t a n t  en quelque s o r t e  l e  noeud v i t a l  du métabolisme b a c t é r i e n  

t a n t  au p o i n t  de vue formation d ' éne rg ie  (ATP à p a r t i r  du NAD% p r o d u i t )  qu 'au p o i n t  de 

vue syn thèse  des a c i d e s  amings e t  de c e r t a i n s  ac ides  nuclé iques ,  t o u t e  p e r t u r b a t i o n  peut  

e n t r a î n e r  un a r r ê t  t o t a l  de l a  v i e  c e l l u l a i r e .  

Le peroxyde dthjrdrogène, p r i n c i p a l  p r o d u i t  de r a d i o l y s e  toxique de l 'amidon,  

possède donc une r é a c t i v i t é  m u l t i s i t e ,  c ' e s t - à -d i r e  q u ' i l  bloque l e  métabolisme c e l l u -  

l a i r e  en  de nombreux p o i n t s  v i t a u x  dont l e s  p l u s  impor tants  s o n t  l e  cyc le  des a c i d e s  

t r i ca rboxy l iques  e t  l a  g lycolyse .  

Tou te fo i s ,  avant  d ' u t i l i s e r  ce s  r é s u l t a t s  pour d ' a u t r e s  organismes p l u s  complexes, 

il e s t  néces sa i r e  de s e  r appe le r  que l e s  b a c t é r i e s  s o n t  des c e l l u l e s  ba ignant  dans un 

mi l ieu  toxique  e t  ne possédant pas  t o u t e s  l e s  é t apes  de d é t o x i c a t i o n  que l ' o n  t rouve  

chez des ê t r e s  p l u s  évolués.  L ' ex t r apo la t ion  g loba le  de ces  r é s u l t a t s  aux organismes 

supé r i eu r s  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  problématique q u ' i l  a r r i v e  o a r f o i s  qu'au c o n t r a i r e  c e s  der- 

n i e r s  t ransforment  en subs tance  toxique des p r o d u i t s  s a n s  a c t i o n  s u r  l e s  b a c t é r i e s .  Les 

r é s u l t a t s  que nous avons p r é s e n t é s  i c i  peuvent cependant s e r v i r  à o r i e n t e r  l e s  f u t u r e s  

recherches dans ce domaine. 
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