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La toxicité du cadmium, en particulier au niveau rénal et osseux, ainsi
que sa concentration dans les organismes vivants le long des chaines alimentaires

font que ce métal est bien connu des toxicologues.

Par contre, les mécanismes d'accumulation au niveau cellulaire sont loin
d'étre explicités surtout chez les procaryotes. Compte tenu de l'importance des
rejets industriels dans l'environnement, nous avons choisi d'étudier 1'accumulation
et la toxicité du cadmium chez une population bactérienne pour au moins trois

raisons :

1. Le compartiment bactérien estl'un des plus importants de la biosphere, et

les bactéries sont associées 4 des milieux trés divers (eau, sol, air).

2. Les populations bactériennes constituent des "systémes" réactifs capables
d'accumuler (Drapeau et al., 1983) et parfois de transformer les métaux
(Summers et Silver, 1978).

3. Enfin, les bactéries constituent le premier maillon de la plupart des chaines
alimentaires, a ce titre leur susceptibilité aux toxiques est un facteur impor-
tant a connaitre et & comprendre pour la protection de 1'Homme et de son

environnement.

A ces raisons s'ajoute le fait que les boues de stations d'épuration,
essentiellement constituées de bactéries, accumulent les métaux de manidre non
sélective en quantités importantes (Sterritt et Lester, 1981 ; Maeda et Azumi,
1982). Cette accumulation est intéressante en termes d'épuration en métaux mais

elle limite la valorisation agricole des boues produites.

L'objectif de cette étude est, au travers d'une démarche fondamentale,
d'appréhender chez une population bactérienne gram négative les mécanismes
d'accumulation et de toxicité du cadmium. Le choix d'une population gram néga-
tive a été guidé par le fait que ces bactéries sont les plus représentées dans
I'environnement. Le choix du cadmium a été conditionné par la toxicité de cet
élément en tant que rejet industriel et les travaux antérieurs du laboratoire
concernant l'accumulation et la toxicité du cadmium chez les algues (Truhaut et
al., 1980).



Au terme d'une analyse bibliographique concernant le cadmium et ses
propriétés, l'accumulation du métal par les bactéries et enfin les mécanismes de
toxicité et de résistance développés par les populations bactériennes, nous avons

N N

cherché expérimentalement a répondre & plusieurs questions.

Tout d'abord quelles é&taient les caractéristiques de l'accumulation du

cadmium par une population bactérienne gram négative ?

Ainsi, la vitesse d'accumulation du métal, son énergie dépendance, la
spécificité de I'accumulation et la toxicité du métal ont été étudiées chez

Pseudomonas fluorescens.

Ces premiers travaux suggéraient que l'accumulation du cadmium était

en partie un processus d'adsorption.

Quelles étaient donc les structures bactériennes périphériques capables
d'adsorber le cadmium ? Ces structures avaient-elles un effet protecteur vis a

vis de la toxicité du métal ?

Pour répondre a ces questions, le réle des exopolysaccharides, de la mem-
brane externe et du peptidoglycane sur l'accumulation et la toxicité du cadmium

ont été déterminés indirectement sur divers modeles bactériens.

Enfin, nous nous sommes demandés quels étaient les groupements chimi-
ques fixateurs de cadmium au sein des bactéries et dans ce cadre les groupements

carboxyles ont été plus particulierement étudiés.



2 - ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE



2.1. LE CADMIUM : RESSOURCES NATURELLES

Les ressources en cadmium d'origine naturelle sont difficiles & estimer
essentiellement parce que le minerai de cadmium a peu d'intérét commercial de
telle sorte que la répartition du métal a été trés peu étudiée. Il semble, toute-
fois, que le cadmium soit réparti uniformément dans les différents minéraux de
la crotite terrestre & une concentration moyenne comprise entre 0,15 et 0,2 ppm.
L'espece la plus représentée est le sulfure de cadmium (Cd S) qui, selon le type
de réseau cristallin, forme la greenockite (réseau hexagonal), I'hawleyite (réseau
cubique), la xanthochroite (syst¢me amorphe). Les oxydes et les carbonates de
cadmium existent aussi, ainsi que la saukovite, un sulfure mixte de cadmium et
de mercure (BABICH et STOTZKY, 1978). L'érosion de la croiite terrestre entraine
un relargage du cadmium dans les sols, les systémes aquatiques, mais cette &étape
importante du cycle global du cadmium ne constitue toutefois qu'un apport mineur
aux concentrations mesurées dans l'environnement. L'activité volcanique, par con-
tre, est considérée comme une des sources naturelles du cadmium majeure dans
I'atmosphére. Ainsi, une étude des éléments traces émis par le Mont ETNA en
SICILE, a permis d'estimer & 10 tonnes/an le cadmium libéré dans 1'atmosphere,
sous forme particulaire, sans prendre en compte le cadmium 2 I'état gazeux

(HUTTON, 1983).

2.1.1. Autres sources

Les principales sources de cadmium dans l'environnement ne sont pas
liées & I'exploitation du cadmium en tant que telle, mais résultent d'activités
telles que I'extraction des métaux non ferreux, essentiellement le zinc, le cuivre,
et le plomb auxquels le cadmium est trés souvent associé sous forme de sulfure
(HISCOCK, 1983), la combustion des combustibles fossiles, etc... ce qui en rend
I'estimation difficile (KORTE, 1983).

Le tableau 1 rapporte les valeurs concernant les rejets de cadmium dans

la communauté européenne par secteur d'activité (HUTTON, 1983).



Tableau 1. Principaux rejets de cadmium dans les divers compartiments de

Communauté Européenne, exprimés en tonnes/an.

ND : non déterminé d'aprés HUTTON (1983).

la

COMPARTIMENT
SOURCE
AIR TERRE EAU

Activité volcanique 20 ND ND
Production des métaux non ferreux :

zinc et cadmium 20 200 50

cuivre 15 ND

plomb 40 20
Matériaux contenant du cadmium 3 90 108
Production de fer et d'acier 34 349 ND
Combustion des combustibles fossiles :

charbon 8 390 ND

pétrole et gaz 0.5 14.5 -
Boues activées 2 130 33
Engrais phosphatés - 346 62




En ce qui concemne les utilisations du cadmium proprement dit, la con-
sommation mondiale, entre 1970 et 1979, fluctuait autour de 10 000 tonnes/an et

concernait pour :

30 % !l'industrie des pigments
15 % les stabilisants

10 % les batteries

10 % la galvanoplastie

10 % les alliages

15 % les traitements de surfaces.

. Si cette consommation aujourd'hui ne semble augmenter que trés lente-
ment (moins de 2 % par an), l'utilisation industrielle du zinc et du cadmium ce
dernier siécle a tout de méme entrainé une contamination de 1'environnement
telle que la concentration en cadmium a doublé dans le blé et a triplé dans les
reins des suédois entre 1916 et 1972 (KORTE, 1983).

2.2. CLASSIFICATION ET PROPRIETES

Les points de fusion et d'ébullition du cadmium sont respectivement
321°C et 765°C, ce qui est faible par rapport & la plupart des autres métaux.
Dans la classification périodique des éléments, le cadmium avec le zinc et le
mercure forme le groupe II B des métaux de transition. Toutes les couches élec-
troniques sont saturées, sauf la plus externe qui posstde seulement deux électrons.

Ainsi, la seule forme stable du cadmium posséde une électrovalence de 2.

Les composés du cadmium : sulfure (Cd S), carbonate (Cd CO3) et oxyde
(Cd O) sont légérement solubles dans l'eau. La forme hydroxyde (Cd OH2) est
par contre pratiquement insoluble (BOURG, 1984), cette formation d'hydroxyde
entraine la précipitation du cadmium en solution aqueuse 4 pH alcalin.
La spéciation chimique des métaux en phase aqueuse dépend principalement de la
force ionique, du pH et de la température du milieu, elle peut étre calculée si
I'on suppose que le systtme est thermodynamiquement clos (ce qui est faux en
présence de matériaux adsorbants) (BOURG, 1984). Les composés alkylés, du
type R2 Cd ou R Cd Cl, o R est un hydrocarbure aliphatique, peuvent étre syn-



thétisés au laboratoire ou par les bactéries (SUMMERS et SILVER, 1978). Mais,
a la différence des dérivés alkylés du mercure, ceux du cadmium sont instables,
de ce fait ils ne semblent pas constituer un risque pour les systémes biologiques
(JACOBSON et TURNER, 1980). D'autres criteéres que la position dans la classi-
fication périodique des éléments ont été envisagés pour classer les métaux.

Ainsi le cadmium est souvent rangé dans la catégorie des '"métaux lourds" ou
encore "métaux traces" sans toutefois que ces termes aient été précisément
définis. Par contre, la situation d'un élément sur 1'échelle de dureté des ions
métalliques, basée sur la capacité de former des liaisons avec F~, est plus inté-
ressante car elle laisse présager de 1'affinité pour les molécules biologiques (AHR-
LAND, 1958, modifiée par PEARSON, 1963). Sur cette échelle, le cadmium se
situe parmi les ions doux (ne formant pas de liaison avec F~) mais capables de
former des liaisons trés fortes avec CN, RS, SH, NH2 et les groupements
imidazoles, c'est-a-dire des groupements comprenant des atomes de soufre et

d'azote.

Une classification plus récente présentée sur la figure 1 subdivise les
métaux en trois classes : la classe A englobe les métaux ayant une affinité pour
l'oxygéne, la classe B comprend ceux qui ont une affinité pour l'azote et le
soufre et enfin une troisitme classe, dite intermédiaire, dans laquelle le cadmium
est classé, qui correspond aux éléments ayant une affinité & la fois pour 1'oxyge-
ne, l'azote et le soufre (NIEBOER et RICHARDSON, 1980).

L'intérét de ce type de classification est qu'elle permet de prévoir les
sites de fixation potentiels des métaux au sein du matériel biologique. Ainsi, des
études cristallographiques ont permis de déterminer les sites de fixation des

métaux dans les protéines selon leur appartenance & la classe A ou B (Tableau
2).

Les métaux de la classe intermédiaire peuvent interagir avec tous les
groupements fonctionnels cités dans le tableau 2. L'appartenance du cadmium a
cette classe en fait un ligand potentiel des protéines, des phospholipides, des

polysaccharides et des acides nucléiques.
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Figure 1. Classification périodique des éléments montrant la disposition des métaux

et métalloides dans les classes A, B et intermédiaires (d'aprés NIEBOER
et RICHARDSON, 1980).
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Tableau 2. Sites de fixation des métaux dans les protéines (d'aprés NIEBOER et
RICHARDSON, 1980) basés sur les travaux de BLUNDELL et JOHNSON
(1976), BLUNDELL et JENKINS (1977), HODGSON (1977) et MARZILLI
(1977).

Groupements fonctionnels ayant de 1'affinité Groupements fonctionnels
p ay

b EEi e g
pour les métaux de la classe A ayant de l'affinité pour

les métaux de la classe B

0
Il
Carboxyle R-C-0 thiol - SH
0
I
Carbonyle R -C -0OR R - NH - C - R{ disulfure -S-~-S-
|
Alcool R - C - OH thioether -S -R
!
Phosphate R - OPO32_ amine - NH,
0
I
Phosphodiester R -0 - P - OR hétérocycles azotés :

0 imidazole, bases nucléotidiques




- 12 -

2.3. ACCUMULATION DU CADMIUM PAR LES BACTERIES

2.3.1. L'accumulation des métaux par les microorganismes est influencée par de

nombreux facteurs physico-chimiques et biologiques.

L'accumulation des métaux par les bactéries a été souvent rapportée
durant cette derniére décennie. Toutefois, 1'hétérogénéité des résultats obtenus
reflete la diversité des parameétres intervenant dans la bioaccumulation des métaux
et la difficulté a bien les contréler. Ces paramétres peuvent étre répartis d'une
maniére simple en trois groupes qui, cependant, ne sont pas indépendants les uns
des autres. Ce sont :

1 - Les parametres liés au microorganisme
2 - Les parametres li€s au métal

3 - Les parametres liés au milieu.

Les bactéries sont capables d'accumuler les métaux et méme de les
concentrer. Cette propriété peut s'exprimer par un facteur de concentration qui
correspond au rapport du cadmium fixé par les bactéries (en pg/g poids sec) sur
le cadmium ajouté en solution (en mg/l). Les facteurs de concentration du cad-
mium obtenus avec diverses souches bactériennes ont été portés dans le tableau
3. Ainsi, les valeurs rapportées peuvent varier d'un facteur 100 en fonction de la
souche bactérienne testée : de 151 chez Alcaligenes eutrophus pour la plus

faible valeur 2 51 200 chez Pseudomonas cepacia.

Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer cette variabi-
lité : la taille du microorganisme, sa charge électrique périphérique, sa composi-
tion chimique et son activité physiologique. Les tailles de microorganismes repor-
tées dans le tableau 3 montrent qu'il n'existe pas de corrélation simple entre la
taille des bactéries et le facteur de concentration du cadmium. Par contre, 1'im-
portance de la composition chimique des enveloppes cellulaires a été mise en
évidence par une étude comparative de la fixation de 15 métaux par des parois
extraites a partir d' Escherichia coli et de Bacillus subtilis . Les résultats

révélaient une fixation approximativement dix fois supérieure avec les parois de
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Tableau 3. Facteur de concentration du cadmium par différentes populations bac-
Cd fixé pg/g poids sec)

tériennes (rapport : Cd en solution mg/I

Facteur de Taille moyenne des
Souche bactérienne concentration du Références microorganismes
cadmium étudiés
Alecaligenes eutrophus 151 SIMON et al., 0,5 um sur
1985 1,8 & 2,6 um
Escherichia coli 1760 DRAPEAU et al.] 1,1 2 1,5 pm sur
1983 2,0 3 3,0 um
Population bactérienne
mixte 1260 REMACLE, 1981
Pseudomonas aeruginosa 2260 DRAPEAU et al.] 0,5 a 0,7 um sur
1983 1,5 2 3,0 um
2500 STRANDBERG 0,5 & 0,7 um sur
et al., 1981 1,5 2 3,0 um
Pseudomonas cepacia 51200 0,8 2 1,0 pm sur
1,6 a 3,2 um
DRAPEAU
Salmonella pullorum 1580 et al., 1983 0,7 & 1,5 pm sur
2,0 2 5,0 um
Salmonella typhymurium 3600 " " 0,7 & 1,5 pm sur
2,0 2 5,0 pum
Shigella sonnei 740 " "
Staphylococcus aureus 5360 " " 0:0,8 2 1,0 um
Streptococcus faecalis 1440 " " $:0,5 2 1,0 um
Yersinia enterocolitica 3020 " " 0,5 2 0,8 um sur
a3 um
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B. subtilis (BEVERIDGE et MURRAY, 1976 ; BEVERIDGE et KOVAL, 1981), a
titre d'exemple 0,035 u moles/g de paroi contre 0,399 pmoles/g de paroi dans le

cas du calcium.

Les modifications de 1'état physiologique des bactéries peuvent alors
expliquer les variations des facteurs de concentrations présentés dans le tableau
3. En effet, les modifications de I'état physiologique sont corrélées avec des
modifications d'activité métabolique, mais aussi avec des modifications de compo-
sition chimique des enveloppes susceptibles de modifier la charge électrique super-
ficielle (RANDLE et al., 1969). Dans ces conditions, les différences rapportées
dans le tableau 3 tiennent srement a la fois de la nature des microorganismes
et de l'absence de standardisation des cultures bactériennes réalisées par les
différents auteurs. D'ailleurs, dans la plupart des travaux publiés, le parametre
croissance bactérienne dans des milieux contenant des concentrations différentes
en métaux n'est pris en compte qu'en terme de biomasse et 1'état physiologique

des cellules bactériennes n'est pas considéré.

2.3.1.2. Les parametres li€és au métal

Chaque métal a des propriétés propres relatives a4 son rayon ionique, son
rayon hydraté, sa valence, sa charge électrique, qui le rangent dans la classe A,
B ou intermédiaire de la classification de NIEBOER et RICHARDSON (1980). De
plus, la concentration, la nature du sel utilisé et les diverses especes chimiques
du métal présentes en solution, contrélent partiellement sa toxicité.
Ces divers facteurs n'ont pas été systématiquement étudiés, en outre il est prati-
quement impossible de les faire varier indépendamment l'un de l'autre : faire
varier la concentration en métal ajouté ou le sel métallique modifie la spéciation
chimique du métal en solution. En effet, pour un métal et son sel donné, et 3
une concentration donnée, la spéciation dépend des facteurs du milieu comme le
pH, la température, la force ionique, le potentiel d'oxydo-réduction, et la présence
d'adsorbants (BOURG, 1984).

Toutefois, une augmentation de la concentration en métal ajouté dans un
milieu donné entraine une augmentation du métal accumulé par les bactéries
présentes dans ce milieu (CHOPRA, 1975 ; DOYLE et al.,, 1975 ; HOUBA et
REMACLE, 1982).
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Cependant, 1'état physiologique étant rarement pris en considération, il
est difficile dans ces conditions de déduire I'influence de la concentration en
métal sur I'accumulation de ce métal par les bactéries sans émettre 4 nouveau
certaines réserves. Les auteurs sont contraints aujourd'hui de réaliser des études
de spéciation dans leurs conditions expérimentales de fagon & connaitre le plus

précisément possible les caractéristiques du métal en solution.

2.3.1.3. Les paramétres du milieu

Ces paramétres ont une influence au niveau de la bactérie en lui imposant
un taux de croissance, une composition chimique et une charge électrique péri-
phérique, mais aussi en ce qui conceme le pH, la température, la force ionique

et la présence d'adsorbants,au niveau de la spéciation.

a) Effets du pH

La figure 2 présente le diagramme d'équilibres tension - pH du systéme
cadmium - eau a 25°C. Dans ce diagramme I'hydroxyde Cd (OI—I)2 apparait
comme la forme thermodynamiquement la plus stable des oxydes de cadmium
pour des pH supérieurs a 7. Toutefois, ce type de diagramme n'est valable qu'en
absence de substances pouvant former avec le cadmium des complexes solubles et
des sels insolubles (POURBAIX, 1963).

En réalité, la plupart des anions complexent Cd2+ (NIEBOER et RI-
CHARDSON, 1980 ; JACOBSON et TURNER, 1980). C'est le cas des CI~, Br , I,
NOE»-’ SO42-, S, 032_, mais aussi NH; et HCN. Par contre, un grand nombre de
sels sont peu, sinon pas solubles. Parmi eux il faut citer les carbonates, les cya-
nures, les phosphates et les sulfures.

Aussi, l'effet du pH sur l'accumulation du cadmium par les bactéries
résulte a la fois d'un effet sur les bactéries (modification de la charge électrique
périphérique) et sur la spéciation du métal d'autre part. Ainsi, la fixation bacté-
rienne du cadmium est facilitée & pH alcalin car des sites de fixation périphéri-
ques anioniques préalablement occupés par des protons se trouvent disponibles.
Cet effet pH, a été mis en évidence chez les bactéries par MARQUIS et _al.
(1976) et chez les algues par STARY et al. (1984) sur des parois isolées. De la
méme maniere, il a été rapporté qu'une acidification du milieu entraine un relar-
gage des métaux retenus au niveau d'une boue activée (GOULD et GENETELLI,

1984 ; ADAMS et SANDERS, 1984).
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Figure 2. Diagramme d'équilibres tension-pH du syst®me cadmium-eau & 25°C,

Cadmium fixe (pg/mg de bacteries)(poids sec)

Temps en jours

Figure 3. Influence du pH sur la cinétique de fixation du cadmium & 23°C, par
Pseudomonas sp. (d'aprés TITUS et PFISTER, 1982).
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Par contre, a cet effet se superpose celui du pH sur la spéciation du
cadmium qui se traduit par la formation d'hydroxyde de cadmium insoluble présent
en quantité maximale & pH 11 (POURBAIX, 1963).

Il n'est donc pas surprenant que l'effet global du pH sur la fixation du
cadmium par les bactéries soit controversé. Ainsi, dans un domaine de pH allant
de 6 & 8,5, la fixation du cadmium par Pseudomonas sp. diminue quand le pH
augmente (Figure 3), alors que NORBERG et PERSSON (1984) ont observé une
augmentation de 45 % du cadmium fixé par Zoogloea ramigera 115 pour une
augmentation du pH de 5,5 a 8. Ce résultat est confirmé par les travaux de
SIMON (communication personnelle) sur Alcaligenes eutrophus dans un domaine
de pH compris entre 3 et 7,5. Dans aucun des cas étudiés un pH optimum pour

I'accumulation du cadmium n'a pu étre observé.

b) Effets de la température

En ce qui concerne l'influence de la température, les résultats rapportés
sont plus homogenes. En général une augmentation de la quantité de métal fixée
et de la vitesse de fixation avec la température est observée dans un domaine de
température allant de 4 & 35°C (TITUS et PFISTER, 1982). Par contre, la fixation
diminuerait pour des températures atteignant 50°C (AJMAL et al., 1982). L'effet
de la température sur la bioaccumulation est probablement & relier aux modifi-

cations de fluidité membranaire et de vitesse des réactions métaboliques.

c) Effets de la force ionique et des molécules complexantes

L'étude de 1'accumulation du cadmium par Zoogloea ramigera 115 réali-
sée dans deux milieux de force ionique différente n'a pas permis de mettre en
évidence un quelconque effet de la force ionique sur la bioaccumulation du métal
(NORBERG et PERSSON, 1984).

Par contre, dans les études de bioaccumulation et de toxicité des métaux,
la présence dans le milieu de molécules capables de complexer ces métaux est
un processus important. La nature de ces molécules est extrémement diverse. La
complexation du cadmium a été observée avec les argiles (BABICH et STOTZKY,
1978 ; TITUS et PFISTER, 1982 ; KUREK et al., 1982), avec les acides humiques
et fulviques (POMMERY et _al.,, 1985 ; TITUS et PFISTER, 1982), avec d'autres

polyacides synthétiques comme 1'acide polygalacturonique ou l'acide polymétacry-
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lique (JELLINECK et SANGAL, 1972), ou avec les molécules contenues dans les
milieux nutritifs habituellement utilisés en bactériologie (RAMAMOORTHY et
KUSHNER, 1975).

Un effet protecteur a pu étre mis en évidence lorsque le métal est
complexé par les argiles et les acides humiques (BABICH et STOTZKY, 1978).
De méme, la toxicité du cadmium vis & vis des bactéries et des levures est dimi-
nuée en présence de cystéine, de glutamate et d'aspartate (TYNECKA et_al.,
1975 ; STRANDBERG et al., 1981), de citrate ou d'E.D.T.A. (PICKETT et DEAN,
1979).

L'hypotheése la plus probable, pour expliciter cet effet, fait appel 4 une
complexation entre les ions cadmium et les groupements thiols ou carboxyliques

des molécules considérées.
Que peut-on conclure a l'issue de ce chapitre ?

Tout d'abord, les paramétres contrélant l'accumulation des métaux par
les bactéries sont multiples. Ces param&tres sont, de plus, difficiles 4 contréler,
rarement indépendants et par conséquent, il est difficile de les classer par ordre
d'importance. Toutefois, l'ensemble des informations rapportées dans la littérature
confirme un effet protecteur en présence de matériaux ou molécules ayant la
propriété de complexer les métaux. Il reste & savoir si ces observations sont dues
a l'incapacité des molécules complexées & s'accumuler ou seulement % réagir

avec les cibles sensibles de la cellule.

2.3.2. La fixation du cadmium par les bactéries : un processus rapide et biphasi-
que -

Les études cinétiques de l'accumulation des métaux par les bactéries

peuvent étre conduites selon deux approches différentes.

La premiére consiste 2 mesurer la cinétique d'accumulation du métal
par des microorganismes dans un milieu totalement dépourvu d'éléments nutritifs
de fagon a travailler sur une population non proliférante, afin d'éliminer de 1'étude
le paramétre croissance, et de limiter les phénoménes de complexation entre

métaux et molécules nutritives.
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Dans le second type d'approche, c'est l'accumulation du métal par une
population bactérientie en croissance qui est mesurée. Dans ce cas, les auteurs
rapportent systématiquement les quantités de métal fixé au poids de la biomasse
pour permettre les comparaisons. Mais cette derniére approche comporte toutefois
deux inconvénients majeurs : premi¢rement, plus la quantité de métal accumulé
est importante, pour une population bactérienne donnée, plus 1'estimation du
poids sec de la population bactérienne est surestimée ; la quantité de métal fixé
rapportée a un poids sec de cellules est donc, elle, sous-estimée. Cette erreur
peut étre importante quand on sait que le métal accumulé par les bactéries peut
atteindre 10 a 15 % du poids sec de celles-ci (STRANDBERG et al., 1981). Le
second inconvénient provient du fait, qu'en aucun cas, le paramétre &tat physiolo-
gique n'est pris en compte. Or, son importance dans la bioaccumulation des
métaux a €été discutée dans le paragraphe 1.1. de ce chapitre. Il semble donc
plus simple d'éliminer le paramétre croissance bactérienne dans les é&tudes d'accu-
mulation des métaux. C'est pourquoi, nous nous sommes plus particulierement
intéressés a 1'analyse des travaux réalisés sur des bactéries en suspension non
proliférante.

En premier point, l'accumulation du cadmium est un phénomene rapide :
72 2 86 % du cadmium accumulé pendant 4 heures par Pseudomonas fluorescens
est fixé pendant la premidre heure (BAUDA et BLOCK, 1985), 60 % de ce méme
métal accumulé en 6 h. par Paracoccus sp. est également fixé aprés une heure
de contact (KUREK et al., 1982). Selon SIMON et al. (1985), la fixation du cad-
mium par Alcaligenes eutrophus est maximale aprés 15 minutes de contact avec

le métal.

L'allure biphasique des cinétiques de bioaccumulation du cadmium est la
deuxie¢me constatation consécutive & l'observation des représentations graphiques
des courbes d'accumulation. Toutefois, certains obtiennent un plateau (SIMON et
al., 1985 ; KAO et _al., 1982) alors que d'autres observent une fixation de cad-
mium plus lente & vitesse constante : 2,5 ug/h/109 bactéries (BAUDA et BLOCK,
1985) ou 4,2 pg/h/g de cellules (poids sec) selon KUREK et al. (1982).

La rapidit€é du processus de bioaccumulation du cadmium tel qu'il est
décrit ici et son allure biphasique ne semblent pas relever d'un mécanisme par-
ticulier aux bactéries ou au cadmium puisque des observations similaires ont &té
faites f)our 'accumulation de l'uranium par les levures (STRANDBERG et al.,
1981), 1'accumulation du plomb par P. atlantica (HARVEY et LECKIE, 1985),
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ou encore pour la fixation du chrome par des érythrocytes humains (BEYERSMANN
et al., 1984).

Il convient toutefois d'y opposer les résultats de FLATAU et_al. (1984)
selon lesquels le cadmium est accumulé par un Pseudomonas marin pendant 19 heu-
res & la vitesse constante de 77 ug/h/g de bactéries (poids sec). Par contre, la
méme étude réalisée sur des bactéries traitées aux cyanures ou & l'éthanol (Figu-
re 4) produit une cinétique biphasique classique comme celles décrites auparavant.
Il n'est malheureusement pas possible d'en déduire un mécanisme d'accumulation

du métal pour au moins deux raisons :

- I'action des cyanures ou de 1'éthanol entraine des modifications autres que
la suppression du métabolisme bactérien. L'éthanol par exemple solubilise

en partie la membrane externe (DAVIES et al., 1983),

- aucune donnée n'est fournie sur une éventuelle croissance des bactéries non

traitées durant la durée de l'expérimentation.

Quelles hypothéses peut-on poser a partir de ces observations quant au mécanisme
de bioaccumulation des métaux ?

La majorité des auteurs supposent que la premiere partie de la cinétique corres-
pondrait & un processus d'adsorption du métal 2 la périphérie cellulaire. En ce
qui concerne la seconde, deux hypoth&ses sont plausibles : soit une saturation de
sites d'adsorption, en cas d'obtention d'une phase plateau, soit l'intervention
d'un mécanisme d'accumulation autre que 1'adsorption.

Cependant, en aucun cas les études cinétiques ne sauraient préciser la nature des
mécanismes de bioaccumulation du cadmium qui ont été démontrés ou proposés.
Par d'autres études nous allons, successivement, les aborder dans le paragraphe

suivant.

2.3.3. Mécanismes d'accumulation

Avant de faire le point sur les processus impliqués dans la fixation et le
transport du cadmium, il est préférable d'effectuer un rappel sur la structure
des enveloppes bactériennes afin de mieux comprendre les interactions possibles
entre ces structures et les métaux. Ensuite, I'accumulation du cadmium par ad-
sorption et les mécanismes de transport susceptibles d'étre impliqués seront envi-

sagés.
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HEURES

Figure 4. Accumulation du cadmium (mg/g de poids sec de bactéries) par la sou-
che vivante (A—4) la souche tuée a 1'éthanol (M—M) et la souche tuée
au cyanure de potassium (®--® ). Les barres représentent les déviations

- standard (d'aprés FLATAU et al., 1984).
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2.3.3.1. La structure des enveloppes bactériennes

A quelques rares exceptions prés, toutes les bactéries sont entourées par
une paroi quelquefois qualifiée d'exosquelette puisqu'elle maintient la forme de
la bactérie dans un environnement fortement hypotonique. Toutefois, cette termi-
nologie s'avére insuffisante dans le monde bactérien puisque le r6le de la paroi
n'est pas limité a2 un simple rempart contre la forte osmolarité du compartiment
intracellulaire. En effet, les bactériologistes lui accordent aujourd'hui la qualité
de délimiter autour de la cellule bactérienne un micro environnement capable,
non seulement de percevoir les variations survenant dans un environnement plus
large, mais aussi de se modifier, en fonction des variations du milieu (BEVERID-
GE, 1984).

Ainsi, certaines des modifications de la paroi ont été décrites comme
par exemple celles qui concernent la nature des acides gras ou encore la nature
et le contenu en protéines de la membrane externe en fonction de la phase de
croissance (RANDLE et al., 1969) ou de la composition du milieu (OP DEN KAMP
et VAN DEENEN, 1969).

Les enveloppes des bactéries gram négatives observées en microscopie
électronique présentent une organisgtion plus complexe que celles des bactéries
gram positives. En effet, si les bactéries gram positives ne sont entourées 2a
I'extérieur de leur membrane cytoplasmique que par une épaisse (250 f\) couche
de peptidoglycane et d'acides teichoiques, au moins 4 structures différentes et
un compartiment peuvent étre différenciés chez les bactéries gram négatives
(Figure 5).

D'une maniere générale, en partant du cytoplasme et enfermant comple-

tement celui-ci on trouve :

a) la membrane plasmique

b) 1'espace périplasmique ou périplasme
c) le peptidoglycane

d) la membrane externe

e) les exopolysaccharides.

a) La membrane cytoplasmique

Globalement, la membrane cytoplasmique est constituée d'un mélange
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Figure 5. Les enveloppes des bactéries gram négatives.
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protéines-lipides, les protéines représentant 50 & 70 % du poids sec de la membra-

-

ne bactérienne soit 10 & 20 % de plus que pour les cellules eucaryotes. A la
différence des membranes de cellules eucaryotes, les membranes bactériennes ne
posseédent pas de stérols et la gamme des phospholipides rencontrés est plus res-
treinte. La figure 6 donne quelques exemples de ces phospholipides. Les résidus
notés R dans la figure 6 sont des acides gras, les plus communs possédent de 10
a 20 atomes de carbone, les chaines ayant 15 & 19 atomes de carbone étant
prédominantes (ROGERS et al., 1980). Quatre types d'acides gras peuvent &tre

différenciés chez les bactéries :

1. les chaines monoinsaturées non ramifiées
2. les chaines ramifiées
3. les chaines saturées non ramifiées

4. les chaines comportant des cyclopropanes.

Alors qu'ils sont présents chez les cellules eucaryotes, les acides gras
polyinsaturés n'ont jamais été détectés 4 ce jour dans les membranes bactérien-

nes.

Deux modes d'association des protéines & la membrane ont été décrits
pour les protéines dites membranaires : on distingue les protéines intrinséques ou
intégrales qui sont profondément enchassées dans la bicouche lipidique et les
protéines extrinséques ou périphériques localisées a4 la surface de la membrane
sur laquelle elles sont fixées par des liaisons faibles, principalement ioniques,

faisant intervenir des cations divalents comme le magnésium.

Parmi les protéines membranaires ont été identifiées des enzymes comme
celles de la chaine respiratoire (HADDOCK et JONES, 1977), des enzymes de
biosynthese des constituants de la paroi (SALTON, 1971), des A.T.P. ases (HA-
ROLD et BAARDA, 1969 ; SIMONI et POSTMA, 1975), des enzymes transporteuses
(KABACK, 1972 ; HAMILTON, 1975), ainsi que des protéines de structures pouvant
former des pores ou des canaux au travers de la membrane (WILLIAMS, 1981).
Un diagramme représentant la localisation des enzymes membranaires est présenté
sur la figure 7.

Actuellement, le modele en mosaique fluide de SINGER et NICHOLSON

(1972) est le plus communément admis pour décrire la structure membranaire.
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Figure 6. Structure des phospholipides des membranes bactériennes (d'apres

GERS et al., 1980) (R = chaine d'acide gras).
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Figure 7. Histogramme illustrant la distribution des enzymes entre les fractions

cytoplasmiques et membranaires de Micrococcus lysodeikticus (d'aprés

SALTON, 1971).
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Dans ce modele, essentiellement basé sur des considérations thermodynamiques,
'arrangement des phospholipides et des protéines est tel que le syst®me posséde
une énergie minimum. Ainsi, ces molécules ne sont pas liées par des liaisons
covalentes, mais par des liaisons faibles (liaisons de type hydrophobes surtout,
puis des liaisons de Van der Waals, des liaisons électrostatiques, et des liaisons
hydrogénes), ce qui permet aux lipides de se déplacer & la surface membranaire
a une vitesse de l'ordre de 10_8 cmz/sec. En d'autres termes, une molécule peut
se déplacer d'une extrémité & l'autre de Escherichiacoli en une i deux secondes.
Les protéines membranaires aussi peuvent migrer latéralement dans la membrane
a une vitesse toutefois 100 fois plus faible que celle des lipides. Un autre type
de mouvement, couramment appelé "flip-flop" permet aux lipides de traverser la
membrane ; ce mouvement mis en évidence sur des membranes artificielles, est
considéré comme infiniment lent, voire absent dans les membranes naturelles, ce
qui permettrait d'expliquer plus aisément 1'origine des membranes asymétriques

sur leur face externe et interne.

b) Le peptidoglycane

Parmi les enveloppes bactériennes le peptidoglycane est la structure

rigide maintenant la forme de la cellule.

Composée de sucres et de peptides, comme son nom lI'indique, cette
macromolécule est constituée d'un réseau de polysaccharides en chaines linéaires
reliés entre eux par de courtes unités peptidiques. Cette structure, formant un
filet extrémement ramifi€, dense et rigide tout autour de la cellule, est capable
a elle seule de maintenir la forme de la cellule puisque les autres enveloppes

bactériennes sont des structures membranaires fluides.

L'unité de base du peptidoglycane est composée de 3 éléments (Figures
8 et 9): '

1. Un disaccharide de N - acétylglucosamine (NAG) et d'acide N - acéryl
muramique (NAM) liés par une liaison glycosidique de type B1 - 4.

2. Un tétrapeptide dont la composition varie suivant la souche bactérienne
considérée. Ce tétrapeptide est atypique pour deux raisons : d'une part

parce qu'il comporte des acides aminés de conformation D, généralement
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Figure 8. Diagramme schématique illustrant la structure du peptidoglycane, d'aprés

STRYER (1981).
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Figure 9. Unité de base du peptidoglycane chez Staphylococcus aureus - d'aprés

STRYER (1981).
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absents des protéines, d'autre part 4 cause de la présence de certaines
liaisons peptidiques originales, comme chez Staphylococcus aureus,la présen-
ce d'une liaison peptidique qui implique le carboxyle en ¥ d'un résidu gluta-

mate.

c) L'espace périplasmique

L'espace périplasmique, caractéristique des bactéries gram négatives,
constitue un compartiment aqueux sans structure définie situé entre la membrane
plasmique et la membrane externe (Figure 5).

L'espace périplasmique contient essentiellement des protéines intervenant
dans la fixation et le transport de sucres et d'acides aminés (HAMILTON, 1975)
ainsi que quelques enzymes comme la phosphatase alcaline. La présence de ces
chimiorécepteurs et enzymes dans l'espace périplasmique constitue peut-é&tre un

avantage sélectif pour les bactéries gram négatives.

d) La membrane externe

L'enveloppe la plus externe, couramment nommée membrane externe,
possede une structure membranaire composée de phospholipides, trés similaires &
ceux de la membrane plasmique, de lipopolysaccharides et de protéines, ces der-
ni¢res représentant approximativement 50 % de la masse de la membrane externe.
Parmi les caractéristiques qui différencient cette membrane de la membrane

plasmique, il faut souligner que :

1.  Peu d'esptces protéiques ont été mises en évidence dans la membrane exter-
ne, mais celles-ci sont présentes en grande quantité ; pour cette raison
elles sont appelées protéines majeures. Les activités enzymatiques sont

rares.

2. Les phospholipides sont pratiquement exclusivement distribués & la surface
interne de la membrane alors que les lipopolysaccharides sont surtout pré-
sents & la surface externe. Seule l'extrémité lipidique du lipopolysaccharide
ou lipide A constitue la partie externe de la bicouche lipidique, la partie

polysaccharidique est orientée vers 1'extérieur de la bactérie.

La structure générale d'une molécule de lipopolysaccharide est donnée dans

la figure 10. Le lipopolysaccharide est un constituant spécifique de la mem-
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brane externe et, en tant que tel, il intervient dans certaines propriétés de
cette membrane. Ainsi la partie variable du lipopolysaccharide consiste en
un enchainement d'oligosaccharides, dont certains comme le 2-céto, 3-déoxy-
octonate (KDO en systéme anglo-saxon) sont des marqueurs spécifiques de
la membrane externe.

Cet enchainement d'oligosaccharides est responsable de la spécificité antigé-
nique des bactéries. Le lipopolysaccharide est également supposé intervenir
dans les processus d'adhésion des bactéries entre elles, sur un support ou
sur une cellule héte.

Les protéines de la membrane externe n'ont pas été étudiées chez toutes
les esp&ces bactériennes, c'est pourquoi nous ne parlerons que des protéines
majeures mises en évidence chez Escherichia coli  dont l'organisation est
schématisée dans la figure 11. Ainsi, une lipoprotéine a été isolée en quan-
tité importante et a pu étre caractérisée comme un agent de liaison entre
la membrane externe et le peptidoglycane sous-jacent.

La membrane externe présente en fait les propriétés d'une barritre de per-
méabilité empéchant le passage des sucres neutres et des oligopeptides dont
le poids moléculaire est supérieur & 700. Elle permet le passage des petites
molécules hydrophiles de poids moléculaire inférieur & 600 comme le glucose,
le saccharose et les acides aminés. Ce passage de petites molécules hydro-
philes est assuré grice 4 la présence de protéines spécialisées : les porines
dont les sous-unités forment des canaux au travers de la membrane (NAKAE
et al., 1979). L'insertion de porines dans des vésicules lipidiques artificielles
a permis de vérifier 1'augmentation de la perméabilité aux sucres de faible
poids moléculaire.

Ainsi, la protéine Omp A mise en évidence chez E. coli , est une protéine
transmembranaire qui, sans présenter toutes les propriétés d'une porine,
facilite toutefois la perméabilité aux acides aminés et & certains peptides.
Les mutants défectifs en protéine Omp A présentent une membrane externe
instable et n'autorisant pas la conjugaison. Cependant, ces quelques obser-
vations ne permettent pas encore clairement d'établir le role de cette pro-
téine dans la membrane externe (NIKAIDO et VAARA, 1985).

Des protéines réceptrices spécifiques de sucres simples, de cofacteurs, nu-
cléosides ou de métaux traces comme le fer ont pu étre détectées dans le
cas ol ces molécules étaient en trés faible concentration dans le milieu.

De méme, quelques rares enzymes ont été localisées au niveau de la mem-
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Chaine de sucres variables selon
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Figure 10.Représentation d'une molécule de lipopolysaccharide. La séquence de
sucres est celle de Salmonella typhimurium. Abréviations utilisées : Abe,
abéquose ; EtN, éthanolamine ; Gal, galactose ; GPc, glucose ; GpcN,
glucosamine ; GPc NAc, N-acétyl-glucosamine ; Hep, heptulose ; KDO,
2-céto, 3-déoxyoctonate ; Man, mannose ; Rha, L-rhamnose (d'aprs
STRYER, 1981).
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Figure 11. Modéle schématique de 1la structure de la membrane externe
d'Escherichia coli et de Salmonella typhimurium.(D'aprés VAARA et
NIKAIDO, 1984, dans NIKAIDO et VAARA, 1985).
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brane externe d' Escherichia coli ; parmi celles-ci une phospholipase, qui
interviendrait dans la libération de protéines bactériennes sécrétées comme

la colicine (CHAPON et al., 1984), et des protéases.

e) Les exopolysaccharides

Les exopolysaccharides constituent la quatrieéme structure bactérienne et
la plus périphérique ; toutefois, leur présence n'est pas systématique. Elle dépend
de plusieurs facteurs comme la nature de la souche bactérienne, 1'état physiolo-
gique des bactéries, la composition du milieu et plus particulidrement le rapport
C/N. En effet, la production d'exopolysaccharides serait favorisée par un rapport
C/N élevé (WILKINSON, 1958) et elle aurait lieu préférentiellement lorsque les
bactéries sont en phase stationnaire (EAGON, 1956).

La production d'exopolysaccharides par une bactérie entraine la formation
d'une capsule, c'est-a-dire d'une zone périphérique fortement hydratée ayant une
épaisseur de plusieurs dizaines de um. Le relargage d'exopolysaccharides dans
le milieu (WILKINSON, 1958) par perte du site protéique de fixation des polysac-
charides & la paroi (SUTHERLAND, 1977) ou par coupure de la chaine polysaccha-
ride est parfois observé.

En ce qui concerne la nature chimique de ces exopolyméres, la encore
elle dépend de la nature de la souche considérée, de son état physiologique et de
la composition du milieu. Ainsi, des hexoses neutres, des polyols, des sucres ami-
nés, méthylés, des acides uroniques, ces différentes espéces chimiques étant
organisées en homopolysaccharides ou en hétéropolysaccharides, ont été identifiés
a la périphérie cellulaire (SUTHERLAND, 1977 ; UHLINGER et WHITE, 1983).

L'importance des exopolysaccharides a été montrée dans les processus
d'aggrégation des cellules entre elles ou sur un support (ROBINSON et al., 1985)
ainsi que dans 1'adsorption des métaux (BROWN et LESTER, 1982).

Les phénoménes d'adsorption des ions métalliques & la surface des bac-
téries ont été largement observés et décrits sans toujours apporter une réponse
précise quant aux mécanismes impliqués. D'une manitre générale, deux écoles de

pensée coexistent.
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La premiére défend une approche chimique du processus selon laquelle
les métaux réagiraient avec des entités chimiques de surface par échange d'ions
ou par formation de liaisons covalentes. Les phénoménes physiques comme les

forces électrostatiques sont pris en compte dans un facteur de correction.

La seconde école par contre interpréte l'adsorption en termes d'interac-
tions électrostatiques, de charges de surface et d'interactions ions-solvant. Un
facteur de correction intervient prenant en compte les autres interactions plus
faibles, telles que les forces de Van der Waals (BOURG, 1984).

Les processus d'adsorption sont généralement caractérisés par 1'obten-
tion d'isothermes d'adsorption, initialement utilisés pour décrire 1'adsorption des
gaz sur des solides. Toutefois, I'expérience a montré que ces représentations
pouvaient étre étendues a l'adsorption des ions en solution aqueuse sur des solides.
Plus particulitrement, 1'isotherme de Freundlich a souvent été employé pour
décrire 1'équilibre entre le métal adsorbé par des bactéries et le métal restant
en solution.

L'isotherme de Langmuir est moins intéressant dans ce type d'études
puisqu'il nécessite d'admettre que tous les sites d'adsorption ont une probabilité
identique d'adsorber un métal donné, ce qui est faux lorsque I'adsorbant est
aussi complexe qu'une ba{ctérie.

Ainsi, des isothg:ir‘mes de Freundlich ont été obtenus pour 1'adsorption du
cadmium par Pseudomonas :‘quor'escens (BAUDA et BLOCK, 1985) par - Klebsiella
aerogenes (BROWN et LESTER, 1982a) (Figure 12) et aussi par des populations
bactériennes mixtes (GAID, 1981 ; BROWN et LESTER, 1982a ; FRISTOE et
NELSON, 1983 ; RUDD et al., 1984).

L'obtgntion d'un isotherme n'explique cependant pas les zones de fixation du
métal. Aussi des travaux particuliers ont cherché & mettre en évidence la part

prise par les différentes enveloppes dans 1'accumulation.

D'une part, FRIEDMAN et DUGAN (1968) ont observé que la fixation
de métaux par Zoogloed ramigera 115, souche productrice d'une importante
capsule de polysaccharides, était deux fois plus importante que celle mesurée
chez Zoogloea ramigera 116M, souche non productrice de capsule.

La participation de la capsule bactérienne dans la fixation des métaux
a, par la suite, été confirmée. Ainsi, dans le cas du cadmium, des isothermes

d'adsorption ont été obtenus en utilisant comme adsorbant des exopolysaccharides
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extraits et purifiés (BROWN et LESTER, 1982a ; RUDD et al., 1984) (Figure
13).

D'autre part, l'importance de la paroi bactérienne dans la fixation d'un
grand nombre de métaux, autres que le cadmium, a été montrée en utilisant des
parois extraites et partiellement purifiées de microorganismes gram positifs (BE-
VERIDGE et al., 1982 ; MARQUIS et al., 1976) et gram négatifs (BEVERIDGE
et KOVAL, 1981).

Reconnaissant la nature anionique des enveloppes bactériennes, certains
auteurs ont assimilé la paroi bactérienne & une résine échangeuse de cations
(MARQUIS et al., 1976 ; BEVERIDGE, 1984 ; BUCKLIN et REUSCH,1986).

Ainsi a été étudiée la rétention de métaux par la membrane externe
d' Escherichia coliK12 (HOYLE et BEVERIDGE, 1983) et par le peptidoglycane
de Bacillus subtilis (MATTHEWS et al., 1979) ainsi que par le peptidoglycane
d' E.coliK12 (HOYLE et BEVERIDGE, 1984).

Toutefois, si les travaux, réalis€s sur des structures extraites pour un
grand nombre de métaux, fournissent une littérature intéressante et abondante,
ils n'en demeurent pas moins trop hétérogenes, selon les métaux et les souches
bactériennes étudiées, pour permettre un classement des structures périphériques

fixatrices de métaux.

Dans le cas du cadmium, les données sont extrémement pauvres. Cepen-
dant, les phénoménes d'adsorption étant peu spécifiques, il est probable que le
cadmium posséde aussi une certaine capacité & se fixer au niveau des enveloppes
bactériennes comme il le fait au niveau des exopolysaccharides. Mais I1'affinité
du cadmium pour les différentes structures ou les différents sites d'adsorption
étant une caractéristique de ce métal, elle ne peut étre déduite de la littérature

concernant d'autres métaux.

Nous nous permettrons cependant de signaler quelques travaux, intéressants
pour leur approche originale de la bioaccumulation des métaux, méme si le cad-
mium ne fait pas partie des métaux étudiés. Ainsi certains auteurs se sont atta-
chés a déterminer la nature des sites de fixation des métaux dans les structures
pariétales des bactéries. Schématiquement, deux axes principaux ont été considérés
prenant en compte, soit les groupements phosphates, soit les groupements carboxy-

les, ces deux types de groupements fonctionnels étant en grande partie responsa-
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bles de l'anionicité des enveloppes bactériennes. DOYLE et al. (1980) ainsi que
BEVERIDGE et MURRAY (1980) ont mis en évidence, par un blocage chimique
des groupements carboxyles, l'intervention de ces groupements dans la fixation
des méraux (Na*, k¥, Mg*™, ca**, mn™*, Fe'™, Nit™, cu™™, Au*t). Curieusement,
ces mémes auteurs n'ont pas observé de différences significatives dans la rétention
de métaux par des parois dont les groupements aminés auraient &té substitués
par des groupements carboxyles.

La recherche concernant les groupements phosphates comme sites d'ad-
sorption des métaux est plus riche en enseignements. En effet, 1'affinité du cad-
mium pour les phosphates avait été remarquée depuis plusieurs décennies et uti-
lisée dans une méthode de purification des phospholipides par des sels de cadmium

(GARIBOBO, communication personnelle, 1985).

Plus récemment, POKORNY (1983) a proposé un mécanisme d'interaction
basé sur des données de résonnance magnétique nucléaire (RMN) du phosphore
31.

Le cadmium pénétrerait la sphére hydratée du groupement phosphate et
s'engagerait a la place d'une molécule d'eau dans une liaison hydrogéne avec
I'atome d'oxygéne non engagé du groupement phosphate (Figure 14). La substitu-
tion de la molécule d'eau serait possible par le cadmium, I'argent et le sodium
mais impossible pour Ca2+, Mg2+, Sr2+ 2+.

L'utilisation de la RMN du 31

I'interaction des phosphates de la membrane externe d'Escherichia coli K12 avec

et Zn

P sur des structures biologiques a montré

I'europium, un métal paramagnétique (FERRIS et BEVERIDGE, 1984). Par cette
méme méthode, ces auteurs ont aussi observé une interaction entre les phosphates
du lipopolysaccharide d' E. coli K12 et le mangandse (FERRIS et BEVERIDGE,

communication personnelle, 1985).

L'adsorption semble donc étre un mécanisme général d'accumulation des
métaux puisqu'elle a été mesurée pour divers métaux et au niveau de plusieurs
structures bactériennes. Cependant, il reste A savoir si la fixation du cadmium
par les bactéries est restreinte & un simple phénoméne de surface ou s'il y a
pénétration intracellulaire du métal. L'apparition de phénomenes toxiques chez
les bactéries exposées au cadmium ne permet pas de répondre directement 3
cette question puisque la toxicité du cadmium peut s'exprimer aux niveaux péri-
phérique, membranaire et intracellulaire. En effet, l'action toxique du cadmium

est envisageable sur les protéines transporteuses et les enzymes de l'espace péri-
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Figure 14. Modeéles d'interactions des phosphates avec les métaux : au contraire
du cadmium, le magnésium n'est pas capable de pénétrer le rayon
hydraté du groupement phosphate et de se substituer 3 une molécule
d'eau pour établir une liaison hydrogéne avec l'oxygeéne (d'apreés PO-
KORNY, 1983).
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plasmique, ainsi qu'au niveau des enzymes membranaires et de la perméabilité
membranaire sans méme traverser cette membrane, et atteindre le compartiment
intracellulaire de la cellule bactérienne.

Bien que certains auteurs aient décrit l'accumulation intracellulaire du
Cd, I'étude de la localisation cellulaire du métal par les méthodes classiques
fournit des résultats contestables. Par exemple, le fractionnement de la bactérie
en ses diverses structures afin de doser le métal fixé au niveau de chacune d'elles
est une approche qui donne des résultats biaisés. En effet, il peut y avoir dépla-
cement des jons fixés consécutivement, d'une part au passage des cellules dans
un milieu dépourvu de cadmium, et d'autre part 4 la rupture des cellules, déga-
geant ainsi des nouveaux sites d'adsorption pour le métal.

Par contre, si une méthode d'observation directe de la localisation du
métal sur des coupes cellulaires est choisie, il faudra une méthode de détection
spécifique du métal, ainsi qu'une technique de préparation des échantillons qui
empéche la migration du métal et la déformation des structures, ce qui n'a pas

encore été clairement démontré jusqu'a aujourd'hui.

Il est raisonnable, tout d'abord, de répertorier les divers mécanismes de
transport des ions métalliques connus & ce jour puisque le passage ou la localisa-

tion membranaire du cadmium semblent nécessaires 4 l'expression de sa toxicité.

Ensuite, les résultats concernant plus particuliérement le transport du

cadmium seront discutés.

Les membranes plasmiques bactériennes comme toutes les membranes
biologiques constituent une forte barritre de perméabilité sélective. Cette barriere
sert principalement a réguler le volume cellulaire, maintenir le pH intracellulaire
et la composition ionique dans un domaine étroit de fagon 2 conserver un environ-
nement favorable aux activités enzymatiques. La membrane plasmique intervient
également en concentrant dans le milieu intracellulaire des molécules énergétiques
ou utiles & 1'édification des composants cellulaires.

Il existe donc des mécanismes susceptibles de transporter les molécules
et les ions a travers la membrane plasmique. Ces mécanismes sont dits actifs ou
passifs selon que la variation d'énergie libre de la molécule ou de I'ion transporté

est positive ou négative.
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Ainsi, un transport passif, possédant une variation d'énergie libre négative
pour la molécule transportée, aura lieu spontanément. Au contraire, un transport
actif aura une variation d'énergie libre positive pour la molécule transportée et
nécessitera un apport d'énergie.

La variation d'énergie libre dépend du rapport de concentration de la
molécule ou de l'ion transporté de part et d'autre de la membrane ainsi que du
potentiel membranaire s'il s'agit d'une molécule chargée.

L'apport d'énergie peut provenir de 1'hydrolyse d'une molécule d'ATP,
c'est le cas de la pompe sodium-potassium des cellules animales. Ce syst¢me de
transport, le premier transport actif mis en évidence par SKOU en 1957 (dans
Stryer 1981), catalyse la sortie de 3 ions Na® de la cellule et l'entrée de 2K*
au prix de 1'hydrolyse d'une molécule d'ATP.

Un systéme A.T.P. asique a également été décrit pour le transport du
calcium dans les cellules musculaires (De MEIS et VIANNA, 1979, dans Stryer,
1981).

Toutefois, 1'énergie nécessaire & un transport peut aussi provenir d'un
gradient ionique. Par exemple, le gradient de sodium présent chez la plupart des
cellules animales contrdle le symport du glucose (passage simultané du sodium et
du glucose) (STRYER, 1981).

En fait, il semble que la plupart des symports et antiports des cellules
animales soient contr6lés par le gradient transmembranaire en sodium de ces
cellules, lui-méme généré par le systtme A.T.P. asique sodium-potassium dépen-
dant.

Chez les bactéries, c'est généralement un gradient de protons qui est le
moteur des divers symports et antiports (STRYER, 1981). Ces observations véri-
fient la théorie énoncée par MITCHEL (1966) selon laquelle la source d'énergie
pourrait étre une force protomotrice sous la forme d'un gradient transmembranaire
de protons. Par exemple, le transport du lactose par la lactose perméase chez les
bactéries est couplé a4 un transfert de protons du milieu extracellulaire vers
I'intérieur de la cellule. Le moteur de ce transport est le gradient transmembra-
naire de protons, généré par la chaine respiratoire (Figure 15).

II existe chez les bactéries un autre mécanisme de transport qui consiste
a modifier la molécule transportée au cours du processus de transport pour l'em-

pécher de ressortir ensuite. Ainsi, le syst®me phosphotransférase, comprenant
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Figure 15. Schématisation du mode de transport de certains sucres et acides
aminés chez les bactéries (d'aprés STRYER, 1981).
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3 enzymes et une petite protéine transporteuse de groupements PO42— phosphoryle
le glucose en glucose 6(P) et assure simultanément le passage du glucose dans le
milieu intracellulaire. Le phosphoénolpyruvate intervient comme donneur de phos-

phate dans ce mode de transport du glucose.

a) Transports actifs

Des processus de transports actifs ont donc été répertoriés dans divers
types cellulaires procaryotes et eucaryotes, pour divers molécules et ions et a

'aide de différents "moteurs'.

Dans le cas particulier du passage membranaire des ions cadmium chez
les bactéries, un mécanisme de transport actif a été décrit par TYNECKA et al.
(1981a) chez Staphylococcus aureus . Le cadmium emprunterait le systéme de
transport actif spécifique du manganése pour pénétrer dans le compartiment
intracellulaire et son transport serait contrélé par le gradient transmembranaire
de protons issu de la phosphorylation oxydative ou chaine respiratoire en aérobie

et par l'hydrolyse de 1'A.T.P. en anaérobie.

b) Transports passifs médiatés

En ce qui concerne les transports passifs, deux systémes peuvent opérer.
D'une part, des pores ou canaux aqueux traversant la structure membranaire hy-
drophobe permettent le passage d'ions ou de petites molécules polaires & travers
les membranes. Ainsi les porines, protéines trimériques, forment des pores ayant
un diameétre moyen de 10 A°dans la membrane externe des bactéries gram néga-
tives. Ce type de transport passif, sans apport extérieur d'énergie, nécessite par
contre la présence d'une ou plusieurs molécules souvent de nature protéique, ca-
pables de former un canal hydrophyle dans la membrane hydrophobe.

D'autre part, un second type de transport médiaté a été découvert en
étudiant le mécanisme d'action de certains antibiotiques dits de transport. Ces
antibiotiques agissent comme transporteurs de molécules ou d'ions qu'ils com-
plexent et transportent d'une face 4 l'autre de la membrane en se déplagant
eux-mémes au sein de la bicouche phospholipidique qui forme les membranes.

Ces deux types de transports, dits médiatés, sont illustrés sur la figure
16. 11 est important de noter que les transports médiatés répertoriés a ce jour,

fonctionnent via la formation de pores ou canaux hydrophyles et qu'ils n'ont
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Figure 16. Diagramme illustrant deux modes de transport passif médiaté
- par formation d'un "canal" dans la bicouche lipidique
- par une molécule transporteuse
(d'aprés STRYER, 1981).



jamais été décrits pour les métaux.

Enfin la dernieére catégorie de transport passif n'est pas A proprement
g p prop

parlé un syst¢me de transport, puisqu'il correspond & une diffusion simple.

c) Diffusion simple

Dans un processus qui ne nécessite ni énergie, ni molécules transporteu-
ses, le passage de molécules ou d'ions au travers de la membrane est di au
mouvement propre de ces molécules entrainant 1'égalisation des concentrations en
molécules transportées de part et d'autre de la membrane. Selon GUTKNECHT
(1981), le mercure traverserait les bicouches lipidiques par diffusion 