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1  -  INTRODUCTION
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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 chaînes alimentaires
font que ce métal est bien connu des toxicologues.

Par contre, les mécanismes dfaccumulation au niveau cellulaire sont loin
d'être explicités surtout chez les procaryotes. Compte tenu de Itimportance des
rejets industriels dans lrenvironnement, nous avons choisi dtétudier Itaccumulation

et la toxicité du cadmium chez une population bactérienne pour au moins trois

raisons :

1. Le compartiment bactérien est ltun des plus importants de la biosphère, et

les bactéries sont associées à des milieux très divers (eau, sol, air).

2. Les populations bactériennes constituent des ttsystèmestt réactifs capables

draccumuler (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 chaînes

alimentaires, à ce titre leur susceptibilité aux toxiques est un facteur impor-

tant à connaître et à comprendre pour la protection de lrHomme et de son

environnement.

A ces raisons stajoute le fait que les boues de stations drépuration,

essentiellement constituées de bactéries, accumulent les métaux de manière non

sélective en quantités importantes (Sterri t t  er Lester, 1981 ; Maeda er Azumi,

1982). Cette accumulation est intéressante en termes drépuration en métaux mais

elle limite la valorisation agricole des boues produites.

Ltobjectif de cette étude est, au travers drune démarche fondamentale,

drappréhender chez une population bactérienne gram négative les mécanismes

draccumulation et de toxicité du cadmium. Le choix drune population gram néga-

tive a été guidé par le fait que ces bactéries sont les plus représentées dans
Ifenvironnement. 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 lfaccumulation et la toxicité du cadmium chez les algues (Truhaut et

al.,  1980).
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Au terme drune analyse bibliographique concernant le cadmium et ses

propriétés, lraccumulation du métal par les bactéries et enfin les mécanismes de

toxicité et de résistance développés par les populations bactériennes, nous avons

cherché expérimentalement à répondre à plusieurs questions.

Tout dtabord quelles étaient les caractéristiques de Itaccumulation du

cadmium par une population bactérienne gram négative ?

Ainsi, la vitesse dtaccumulation du métal, son énergie dépendance, la

spécif icité de lraccumulation et la toxicité du métal ont été étudiées chez

Ps eudomorns fluores cens.

Ces premiers travaux suggéraient que ltaccumulation du cadmium était

en partie un processus dradsorption.

Quelles étaient donc les structures bactériennes périphériques capables

dtadsorber le cadmium ? Ces structures avaient-elles un ef fet protecteur vis à

vis de la toxicité du métal ?

Pour répondre à ces questions, le rôle des exopolysaccharides, de la mem-

brane externe et du peptidoglycane sur lraccumulation et la toxicité du cadmium

ont été déterminés indirectement sur divers modèles 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 particulièrement étudiés.
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2 - ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE
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2.1.  LE CADMIUM :  RESSOURCES NATURELLES

Les ressources en cadmium dtorigine naturel le sont diff  ici les à esrimer
essentiel lement parce que le minerai de cadmium a peu dtintérêt commercial de
tel le sorte que la répart i t ion du métal a été très peu étudiée. I l  semble, toure-
fois, que le cadmium soit réparti uniformément dans les différents minéraux de
la croûte terrestre à une conèentration moyenne comprise entre 0,15 et 0r2 ppm.
Lrespèce la plus représentée est le sulfure de cadmium (Ca S) qui, selon le type
de réseau cristallin, forme la greenockite (réseau hexagonal), Irhawleyite (réseau

cubique), la xanthochroite (système amorphe). Les oxydes et les carbonares de
cadmium existent aussi, ainsi que la saukovite, un sulfure mixte de cadmium et
de mercure (gegtcH et STOTZKY, 1978). Lrérosion de la croûte rerrestre enrraîne
un relargage du cadmium dans les sols, les systèmes aquatiques, mais cette étape
importante du cycle global du cadmium ne constitue toutefois qutun apport mineur
aux concentrations mesurées dans lrenvironnement. Ltactivité volcaniquer pâr con-
tre, est considérée comme une des sources naturelles du cadmium majeure dans
I'atmosphère. Ainsi, une étude des éléments traces émis par le Mont ETNA en
SICILE, a permis d'estimer à l0 tonnes/an le cadmium l ibéré dans I 'atmosphère,
sous forme particulaire, sans prendre en compte le cadmium à ltétat gazevx
(HUTTON, 1983).

2. I - I .  Autres sources

Les principales sources de cadmium dans lfenvironnement ne sonr pas
liées à I 'exploitat ion du cadmium en tant que tel le, mais résultent d'activités
telles que lrextraction des métaux non ferreux, essentiellement le zinc, le cuivre,
et le plomb auxquels le cadmium est très souvent associé sous forme de sulfure
(HISCOCK, 1983), la combustion des combustibles fossi les, erc...  ce qui en rend
I'estimation diff ici le (tcoRfe, 1983).

Le tableau 1 rapporte les valeurs concernant les rejets de cadmium dans
la communauré européenne par secreur dractivité (Hurrou, 19g3).
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Tableau 1. Principaux rejets de cadmium dans les divers compartiments de la

Communauté Européenne, exprimés en tonnes/an.

ND : non déterminé draprès HUTTON (1983).

SOURCE

COMPARTIMENT

AIR TERRE EAU

Activité volcanique

Production des métaux

zinc et cadmium

cuivre

plomb

ferreux

Matériaux contenant du cadmium

Production de fer et dtacier

Combustion des

charbon

pétrole et

combustibles fossiles

gaz

Boues activées

Engrais phosphatés

20

20

6

7

3

34

8

0.5

2

ND

200

15

40

90

349

390

14.5

130

346

ND

50

ND

20

108

ND

ND

33

62
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En ce qui concerne 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 % I ' industrie des pigments

15 % les stabilisants

10 % les batteries

L0 % la galvanoplastie

10 % les alliages

15 % les traitements de surfaces.

. Si cette consommation aujourdrhui ne semble augmenter que très lente-

ment (moins de 2 % par an), lrut i l isation industriel le du zinc et du cadmium ce

dernier siècle a tout de même entraîné une contamination de Itenvironnement

telle que la concentration en cadmium a doublé dans le blé et a triplé dans les

reins des suédois entre 7916 et f972 (KORTE, 1983).

2.2. CLASSIFICATION ET PROPRIETES

Les points de fusion et drébullition du cadmium sont respecrivement

32I"C et 765oC, ce qui est faible par rapport à la plupart des aurres 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 Ia plus externe qui possède seulement deux électrons.
Ainsi, la seule forme stable du cadmium possède une électrovalence de 2.

Les composés du cadmium : sulfure (co s;, carbonare (co cor) et oxyde
(Cd O) sont légèrement solubles dans I'eau. La forme hydroxyde (CO OH) est
par contre pratiquement insoluble (BOURG, 1984), cette formation d'hydroxyde

entraîne la précipitation du cadmium en solution aqueuse à pH alcalin.

La spéciation chimique des métaux en phase aqueuse dépend principalement de la
for ce ionique, du pH et de la température du milieu, elle peut être calculéè si
Iton suppose que le système est thermodynamiquement clos (ce qui est faux en
présence de matériaux adsorbants) (BOURG, 1984). Les composés alkylés, du
type R, Cd ou R Cd Cl, où R est un hydrocarbure aliphatique, peuvent être syn-
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thétisés au laboratoire ou par les bactéries (SUUIUBRS er SILVER, 1978). Mais,

à la différence des dérivés alkylés du mercure, ceux du cadmium sont instables,

de ce fait ils ne semblent pas constituer un risque pour les systèmes biologiques
(JnCOBSON et TURNER, 1980). Dtautres critères que la posit ion dans la classi-

fication périodique des éléments ont été envisagés pour classer les métaux.

Ainsi le cadmium est souvent rangé dans la catégorie des rfmétaux lourdsrt ou

encore "métaux tracestt sans toutefois que ces termes aient été précisément

définis. Par contre, la situation d'un élément sur l'échelle de dureté des ions

métalliques, basée sur la capacité de former des liaisons avec F-, est plus inté-

ressante car el le laisse présager de I 'aff inité pour les molécules biologiques (AHR-

LAND, 1958, modif iée 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 l iaisons très fortes avec CN-, RS-, SH, NH2 er les groupements

imidazoles, crest-à-dire des groupements comprenant des atomes de souf re et

dtazote.

Une classification plus récente présentée sur la f igure 1 subdivise les

métaux en trois classes : la classe A englobe les métaux ayant une affinité pour

Itoxygène, la classe B comprend ceux qui ont une affinité pour ltazote et le

soufre et enfin une troisième classe, dite intermédiaire, dans laquelle le cadmium

est classé, qui correspond aux éléments ayant une affinité à la fois pour I'oxygè-

ne, lrazote er le soufre (NtegOen er RICHARDSON, 1980).

Lrintérêt de ce type de classif ication est qurel le 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 à 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. Lrappartenance du cadmium à

cette classe en fait un ligand potentiel des protéines, des phospholipides, des

polysaccharides et des acides nucléiques.
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sites de fixation des métaux dans les protéines (d'après NIEBOER er
RICHARDSON, 1980) basés sur les rravaux de BLUNDELL et JOHNSON
(1976), BLUNDELL Ct JENKINS (1977), HODGSON (1977) Ct MARZILLI
( r t tz1.

Groupements fonctionnels ayant de |affinité

pour les métaux de la classe A

Groupements fonctionnels

ayant de I 'aff inité pour

les métaux de la classe B

Carboxyle

0
l l

R-C-O

0
ll

R-C-OR

I
R-C-OH

I

R -  OPO32-

Carbonyle

Alcool

Phosphate

0
il

R-NH-C-R

Phosphodiester

0
t l

R-0 -P -OR

I
0 -

th iol SH

disulfure

thioether

amine NHz

hétérocycles azotés :

imiCazole, bases nucléotidiques
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2.3.  ACCUMULATION DU CADMIUM PAR LES BACTERIES

2-3.L- L'accumulation des métaux par les microorganismes est inf luencée par de

nombreux facteurs physico-chimiques et biologiques.

Lraccumulation des métaux par les bactéries a été souvent rapportée

durant cette dernière décennie- Toutefois, I'hétérogénéité des résultats obtenus

reflète la diversité des paramètres intervenant dans la bioaccumulation des métaux

et la diff iculté à bien les contrôler. Ces paramètres peuvent être répart is d'une

manière simple en trois groupes qui, cependant, ne sont pas indépendants les uns

des autres- Ce sont :

I  - Les paramètres l iés au microorganisme

2 - Les paramètres l iés au métal

3 - Les paramètres liés au milieu.

2.3-r.1.lgttf_è_ttgf _tjÉ"__e.l_grjggo_qr_s_agçge_

Les bactéries sont capables dtaccumuler les métaux et même de les

concentrer. Cette propriété peut stexprimer par un facteur de concentration qui

correspond au rapport du cadmium fixé par les bactéries (en ug/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 t ableau

3. Ainsi, les valeurs rapportées peuvent varier drun facteur 100 en fonction de la

souche bactérienne testée : de 151 chez Aleali,genes eutrophus pour la plus

faible valeur à 51 200 chez Pseudomonas eeweia.

Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer cette variabi-

l i té : la tai l le du microorganisme, sa charge électr ique périphérique, sa composi-

tion chimique et son activité physiologique. Les tailles de microorganismes repor-

tées dans le tableau 3 montrent qutil ntexiste pas de corrélation simple entre la

tai l le des bactéries et le facteur de concentration du cadmium. Par contre, I t 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 à partir dt Escheri,chia coli, et de Baci.Llus subtili,s . 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-
tériennes (rapport t 

ffi;.

Souche bactérienne

Facteur de

concentration du

cadmium

Références

Taille moyenne des

microorganismes

étudiés

ALeaLigenes eutrophus

Eschez,ichi,a coLi,

Population bactérienne
mixte

Ps eudomonas aerug ùnosa

Pseudomonas eepaei.o.

SalmoneLLa pul,Lorun

SaLmo nella ty phgnuriun

ShLgeLLa sonnei

Staphyloeoccus au?eus

Streptoeoeeus faecali.s

Y ersinLa ent ez.o eoli,tieo

151

1760

t260

2260

2500

51200

1580

3600

740

5360

r440

3020

SIMON et  a l . .
1985

DRAPEAU et al.
I  983

REMACLE, 1981

DRAPEAU et al.
1983

STRANDBERG
@' t9er

DRAPEAU
et al.,  1983

| l

l r

l l

I t

0,5 u m sur

1,9 à 2,6 ym

1r1  à  1 ,5  pm su r

2,O à 3,0 pm

0,5 à 0,7 pm

1,5  à  3 ,0  pm

0,5  à  0 ,7  pm

1,5  à  3 ,0  ym

0,9 à 1,0 pm

1,6  à  3 ,2  ym

0,7  à  1 ,5  sm

2,0 à 5,0 pm

or7 ù 1r5 ;rm

2,0 ù 5,0 um

sur

sur

sur

sur

sur

o,g à 1,0

0 ,5  à  1 ,0

um

um

0,5 à org pm

1  à3  um

sur
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B.  subtùLis  (BEVERTDGE et  MURRAY, 1976 ;  BEVERIDGE et  KOVAL,  1981) ,

titre d'exemple 0,035 p moles/g de paroi contre 01399 pmoles/g de paroi dans

cas du calcium.

Les modif ications de l'état physiologique des bactéries peuvent alors

expliquer les variations des facteurs de concentrations présentés dans le tableau

3. En ef fet, les modifications de l'état physiologique sont corrélées avec des

modifications dractivité métabolique, mais aussi avec des modifications de compo-

sition chimique des enveloppes susceptibles de modifier la charge électrique super-

ficielle (RRNol-n et al., 1969)- Dans ces conditions, les différences rapportées

dans le tableau 3 tiennent sûrement à la fois de la nature des microorganismes

et Ce Irabsence de standardisation des cultures bactériennes réalisées par les

différents auteurs. Drailleurs, dans la plupart des travaux publiés, le paramètre

croissance bactérienne dans des milieux contenant des concentrations différentes

en métaux nrest pris en compte quten terme de biomasse et l tétat physiologique

des cellules bactériennes ntest pas considéré.

2.3.1.2.!g:_pgtqf_è_tl9:_ljÉl_qu__g_é_tg!

Chaque métal a des propriétés propres relatives à son rayon ionique, son

rayon hydraté, sa valence, sa charge électriqug qui le rangent dans la classe A,

B ou intermédiaire de la classif ication de NIEBOER et RICHARDSON (1980). De

plus, la concentration, la nature du sel utilisé et les diverses espèces chimiques

du métal présentes en solution, contrôlent partiellement sa toxicité.

Ces divers facteurs nfont pas été systématiquement étudiés, en outre il est prati-

quement impossible de les faire varier indépendamment Itun de lrautre : faire

varier la concentration en métal ajouté ou le sel métallique modifie la spéciation

chimique du métal en solution. En effet, pour un métal er son sel donné, et à

une concentration donnée, la spéciation dépend des facteurs du milieu comme le

pH, la température, la force ionique, le potentiel dtoxydo-réduction, et la présence

dradsorbants (gOuRG, 1984).

Toutefois, une augmentation de la concentration en métal ajouté dans un

milieu donné entraîne une augmentation du métal accumulé par les bactéries

présentes dans ce milieu (CHORnR, L975 ; DOyLE er al., t975 ; HOUBA et

REMACLE, 1982).

à

le
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Cependant, lrétat physiologique étant rarement pris en considération, il
est difficile dans ces conditions de déduire l!influence de la concentration en
métal sur lraccumulation de ce métal par les bactéries sans émettre à nouveau
certaines réserves. Les auteurs sont contraints aujourdrhui de réaliser des études
de spéciation dans leurs conditions expérimentales de façon à connaître le plus
précisément possible les caracréristiques du métal en solution-

2 -3 . 1 .3 . Lgl _p3 tqg_è_t: gl _d_.1 _g_i Lçg

Ces paramètres 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 concerne le pH, la température, la force ionique
et la présence dradsorbants,au niveau de la spéciation.

a) Effets du pH

La f igure 2 présente le diagramme dtéquil ibres tension - pH du système
cadmium - eau à 25"c. Dans ce diagramme I'hydroxyde cd (oH;, apparaît

comme la forme thermodynamiquement la plus stable des oxydes de cadmium
pour des pH supérieurs à 7. Toutefois, ce type de diagramme ntest valable quren

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* (NtggoEn er RI-
CHARDSON, 1980;  JACoBSON et  TURNER, 1980) .  c 'esr  le  cas des c l - ,  Br- ,  I - ,
NOr, , SO42-, SZ O32-, mais aussi NH3 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, I teffet du pH sur l faccumulation du cadmium par les bactéries
résulte à la fois drun effet sur les bactéries (modification de la charge électrique
périphérique) et sur la spéciation du métal draurre parr. Ainsi, la f ixation bacté-
rienne du cadmium est facilitée à 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
même manière, il a été rapporté qurune acidification du milieu entraîne un relar-
gage des métaux retenus au niveau d'une boue activée (GOUI-O er GENETELLI,
1984 ; ADAMS et SANDERS, 1984).
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Par contre, à cet effet se superpose celui du pH sur la spéciation du
cadmium qui se traduit par la formation drhydroxyde de cadmium insoluble présent

en quantité maximale à pH 11 (POURBAIX, 1963).

I l  ntest donc pas surprenant que lreffet global

cadmium par les bactéries soit controversé. Ainsi, dans

pH sur la fixation du

domaine de pH allant

de 6 à 8,5, la fixation du cadmium par Pseudomonas sp. diminue quand le pH

augmente (tr ' igure 3), alors que NORBERG er PERSSON (1984) onr observé une

augmentation de 45 % du cadmium fixé par ZoogLoea namigera 115 pour une
augmentation du pH de 5,5 à 8. Ce résultat est conf irmé par les travaux de

SIMON (communication personnelle) sur ALcaligenes eutrophus dans un domaine

de pH compris entre 3 et 7 15. Dans aucun des cas étudiés un pH optimum pour

lraccumulation du cadmium nra pu être observé.

b) Effets de la température

En ce qui concerne ltinfluence de la température, les résultats rapportés

sont plus homogènes- 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 à 35oC (TITUS et PFISTER, 1982). Par conrre, la fixation

diminuerait pour des températures atteignant 50oC (e;unr- er al.,  1982). L'effet

de la température sur la bioaccumulation est probablement à relier aux modifi-

cations de fluidité membranaire et de vitesse des réactions métaboliques.

c) Effets de la force ionigue et des molécules complexantes

Lrétude de lraccumulation du cadmium par ZoogLoea nanigera 115 réali-

sée dans deux milieux de force ionique différente nra 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 conlplexer ces métaux est
un processus important. La nature de ces molécules est extrêmement diverse. La

complexation du cadmium a été observée avec les argiles (eRetCH et STOTZKY,

1978 i TITUS et PFISTER, t982 ; KUREK et al., L982), avec les acides humiques

et fulviques (potr,ttrleRY et al., 1985 ; TITUS er PFISTER, 1982\, avec draurres
polyacides synthétiques comme Itacide polygalacturonique ou I'acide polymétacry-

du

un
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lique (JELLINECK et SANGAL, L972), ou avec les molécules conrenues dans
mil ieux nutri t i fs habituellement uti l isés en bactériologie (neUnuOORTHy

KUSHNER, 1975) .

Un ef fet protecteur a pu être mis en évidence lorsque le métal est
complexé par les argiles et les acides humiques (gnetCH er STOTZKY, 1978).

De même, la toxicité du cadmium vis à vis des bactéries er des levures est dimi-
nuée en présence de cystéine, de glutamate et dfaspartate (fyNBCrce er al-,
1975 ; STRANDBERG et al.,  1981), de citrate ou d'E.D.T.A. (ptcrglt et DEAN,
r979).

L'hypothèse la plus probable, pour expliciter cet effer, fait appel à une

complexation entre les ions cadmium et les groupements thiols ou carboxyliques

des molécules considérées.

Que peut-on conclure à lfissue de ce chapitre ?

Tout dtabord, les paramètres contrôlant lraccumulation des métaux par

les bactéries sont multiples. Ces paramètres sont, de plus, difficiles à conrrôler,
rarement indépendants et par conséquent, il est difficile de les classer par ordre
drimportance. Toutefois, I tensemble des informations rapportées dans la l i t térature

conf irme un ef fet protecteur en présence de matériaux ou molécules ayant la
propriété de complexer les métaux. Il reste à savoir si ces observations sont dues

à It incapacité des molécules complexées à staccumuler ou seulement à 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 lfaccumulation des méraux par les bactéries
peuvent être conduites selon deux approches différentes.

La première consiste à mesurer la cinétique draccumulation du métal
par des microorganismes dans un milieu totalement dépourvu dtéléments nutritifs

de façon à travailler sur une population non proliférante, afin d'éliminer de ltétude

le paramètre croissance, et de limiter les phénomènes de complexation entre

métaux et molécules nutritives.

les

et
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Dans le second type drapproche, crest lraccumulation du métal par une
population bactérienne 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 dernière approche comporte toutefois
deux inconvénients majeurs : premièrement, plus la quantité de métal accumulé
est importante, pour une population bactérienne donnée, plus lrestimation du
poids sec de la population bactérienne est surestimée ; la quantité de métal fixé
rapportée à un poids sec de cellules est donc, elle, sous-estimée. Cette erreur
peut être importante quand on sait que le métal accumulé par les bactéries peut
atteindre 10 à 15 % du poids sec de celles-ci (StnnNOeERG et al.,  1981). Le
second inconvénient provient du fait, quten aucun cas, le paramètre état physiolo-
gique nfest 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 dréliminer le paramètre croissance bactérienne dans les études draccu-
mulation des métaux. Crest pourquoi, nous nous sommes plus particulièrement
intéressés à lranalyse des travaux réalisés sur des bactéries en suspension non
proli férante.

En premier point, I taccumulation du cadmium est un phénomène rapide:
72 à 86 % du cadmium accumulé pendant 4 heures par Pseud.omonas fluorescens
est f ixé pendant la première heure (nRuon er BLocK, 1995), 60 % de ce même
métal accumulé en 6 h. par Paracoceus sp. est également fixé après une heure
de contact (KUREK et al., L982)- Selon SIMON et al. (1985), la fixation du cad-
mium par Alcalùgenes eutrophus est maximale après 15 minutes de contact avec
le métal.

Lrallure biphasique des cinétiques de bioaccumulation du cadmium est la
deuxième constatation consécutive à Itobservation des représentations graphiques
des courbes draccumulation- Toutefois, certains obtiennent un plateau (sttvtoN et
al., 1985 ; KAO et al., 1982) alors que dtautres observent une fixation de cad-
mium plus lente à vitesse constante :2,5 1tg/h/tOg bactéries (geUon er BLOCK,
1985) ou 4,2 velhle de cellules (poids sec) selon KUREK et al. (tgïz).

La rapidité du processus de bioaccumulation du cadmium tel qu'il esr
décrit ici et son allure biphasique ne semblenr pas relever d'un mécanisme par-
ticulier aux bactéries ou au cadmium puisque des observations similaires ont été
faites pour I 'accumulation de I 'uranium par les levures (sfRRNogBRC er al.,
1981), lraccumulation du plomb par P. atlantiea (HAnVey et LECKIE, 1985),
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ou encore pour la f ixation du chrome par des érythrocytes humains (gnynRSMANN

et al., 1984).

Il convient toutefois d'y opposer les résultats de FLATAU et al. (1984)

selon lesquels le cadmium est accumulé par un pseud.omonas marin pendant 19 heu-
res à la vitesse constante de 77 vg/h/g de bactéries (poids sec)- Par contre, la
même étude réalisée sur des bactéries traitées aux cyanures ou à lréthanol (pigu-

re 4) produit une cinétique biphasique classique comme celles décrites auparavanr.
I l  ntest malheureusement pas possible dren déduire un mécanisme draccumulation
du métal pour au moins deux raisons :

I 'action des cyanures ou de ltéthanol entraîne des modif ications autres que
la suppression du métabolisme bactérien. L'éthanol par exemple solubilise
en part ie la membrane externe (OeVtBS er al.,  l9B3),

aucune donnée n'est fournie sur une éventuelle croissance des bactéries non
traitées durant la durée de Itexpérimentation.

Quelles hypothèses peut-on poser à partir de ces observations quanr au mécanisme
de bioaccumulation des métaux ?

La majorité des auteurs supposent que la première part ie de la cinétique corres-
pondrait à un processus dradsorption du métal à la périphérie cellulaire. En ce
qui concerne la seconde, deux hypothèses sont plausibles : soit une saturation de
sites d'adsorption, en cas dtobtention drune phase plateau, soit l , intervention
dtun mécanisme draccumulation autre que lradsorption.

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 drautres études nous allons, successivement, les aborder dans le paragraphe
suivant.

2-3.3. Mécanismes draccumulat ion

Avant de faire le point sur les processus impliqués dans la fixation et le
transport du cadmium, i l  est préférable dteffectuer un rappel sur la structure
des enveloppes bactériennes afin de mieux comprendre les interactions possibles
entre ces structures et les métaux. Ensuite, l faccumulation du cadmium par ad-
sorption et les mécanismes de transport susceptibles dtêtre impliqués seront envi-
sagés.
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2.3-3.1.  La s t ructure des gllgl_olgel_!gç!Éttul'lS_'

A quelques rares exceptions près, toutes les bactéries sont entourées par

une paroi quelquefois quali f iée d'exosquelette puisqu'el le maintient la forme de

la bactérie dans un environnement fortement hypotonique. Toutefois, cette termi-

nologie sravère insuffisante dans le monde bactérien puisque le rôle de la paroi

nrest pas l imité à un simple rempart contre la forte osmolarité du compartiment

intracellulaire. En effet, les bactériologistes lui accordent aujourd'hui la quali té

de délimiter autour de la cel lule bactérienne un micro environnement capable,

non seulement de percevoir les variations survenant dans un environnement plus

large, mais aussi de se modif ier, en fonction des variat ions du mil ieu (gnVpnfO-

GE, 1984) .

Ainsi, certaines des modif ications 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 (nnNnle et al.,  1969) ou de la composit ion du mil ieu (Op oeN KAMP

et VAN DEENEN, 1969).

Les enveloppes des bactéries gram négatives observées en microscopie

électronique présentent une organisation plus complexe que celles des bactéries

gram positives. En ef fet, si les bactéries gram positives ne sont entourées à

|extérieur de leur membrane cytoplasmique que par une épaisse (250 Â ) couche

de peptidoglycane et dtacides teichoîques, au moins 4 structures dif férentes et

un compartiment peuvent être dif férenciés chez les bactéries gram négatives

(Figure 5).

Drune manière générale, en partant du cytoplasme et enfermant complè-

tement celui-ci  on trouve :

a) la membrane plasmique

b) I 'espace périplasmique ou périplasme

c) le peptidoglycane

d) la membrane externe

e) les exopolysaccharides.

a) La membrane cytoplasmique

Globalement, la membrane cytoplasmique est constituée dtun mélange
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EXOPOLYSAC -

C H A R I D E S

M E M B R A N E

E X T E R N E

PEPTlDOGLYCANE

M E M B R A N E

P T A S M  I O U E

Figure 5. Les enveloppes des bactéries gram négatives.

È
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protéines-lipides, les protéines représentant 50 à 70 % du poids sec de la membra-
ne bactérienne soit 10 à 20 % de plus que pour les cellules eucaryores. A la
différence des membranes de cellules eucaryotes, les membranes bactériennes ne
possèdent 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 possèdent de 10
à 20 atomes de carbone, les chaînes ayant 15 à 19 atomes de carbone étant
prédominantes (nOCnnS et al.,  1980). Quatre rypes dracides gras peuvent être
différenciés chez les bactéries :

1. les chaînes monoinsaturées non ramifiées

2. les chaînes ramifiées

3. les chaînes saturées non ramifiées

4. les chaînes comportant des cyclopropanes.

Alors qutils sont présents chez les cellules eucaryotes, les acides gras

polyinsaturés n'ont jamais été détectés à ce jour dans les membranes bactér ien-

nes.

Deux modes dfassociation des protéines à la membrane ont été décrits
pour les protéines dites membranaires : on distingue les protéines intrinsèques ou
intégrales qui sont profondément enchassées dans la bicouche lipidique et les
protéines extrinsèques ou périphériques localisées à 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 identif iées des enzymes comme
celles de la chaîne respiratoire (HADDOCK et JONES, 1977), des enzymes de
biosynthèse des constituants de la paroi (sALToN, l97L), des A.T.p. ases (Hn-

ROLD et BAARDA, 1969; SIMONI et POSTMA, t975), des enzymes transporreuses
(f agRcrc, 1972 ; HAMILTON, 1975), ainsi que des proréines de structures pouvanr
former des pores ou des canaux au travers de la membrane (wtLLIeuS, 1981).
Un diagramme représentant la localisation des enzymes membranaires est présenté
sur la figure 7.

Actuellement, le modèle en mosaîque fluide de SINGER et NICHOLSON
(1972) est le plus communément admis pour décrire la structure membranaire.
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Figure 7. Histogramme illustrant la distribution des enzymes enrre les fractions
cytoplasmiques et membranaires de Micrococeus Lysodeùktieus (d'après

SALTON, tgTt)-
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Dans ce modèle, essentiellement basé sur des considérations thermodynamiques,
l'arrangement des phospholipides et des protéines esr tel que le système possède
une énergie minimum. Ainsi, ces molécules ne sont pas liées par des liaisons
covalentes, mais par des liaisons faibles (liaisons de type hydrophobes surrout,
puis des liaisons de Van der Waals, des liaisons électrostatiques, er des liaisons
hydrogènes), ce qui permet aux lipides de se déplacer à la surface membranaire
à une vitesse de lrordre de 10-8 c*2/sec. En drautres termes, une molécule peut
se déplacer dtune extrêmité à lrautre deEscheriehiacoLi, en une à deux secondes.
Les protéines membranaires aussi peuvent migrer latéralement dans la membrane
à une vitesse toutefois 100 fois plus faible que celle des lipides. Un aurre type
de mouvement, couramment appelé tt f l ip-f lopt '  permet aux l ipides de traverser la
membrane ; ce mouvement mis en évidence sur des membranes art i f iciel les, est
considéré comme infiniment lent, voire absent dans les membranes naturel les, ce
qui permettrait dtexpliquer plus aisément Itorigine 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 lr indique, cette
macromolécule est constituée dtun réseau de polysaccharides en chaînes linéaires
rel iés entre eux par de courtes unités peptidiques. Cette structure, formant un
fi let extrêmement ramif ié, dense et r igide tout autour de la cel lule, est capable
à 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

8e t9 ) :

1. Un disaccharide de N - acétylglucosamine (NnC) et dracide
muramique (NAM) liés par une liaison glycosidique de type B1 -

2. un tétrapeptide dont la composition varie suivanr la souche
considérée. ce tétrapeptide esr atypique pour deux raisons :
parce quri l  comporte des acides aminés de conformation D,

N - acétyl

4.

bactérienne

dtune part

généralement
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SUCRES

TETRAPEPTIDES

PONTS

PENTAGLYCINES

Figure 8. Diagramme schématique i l lustrant la structure du pept idoglycane' dtaprès

STRYER (tgst).
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Figure 9. Unité de base du peptidoglycane chez StaphyLococcus a,ureus - d'après

STRYER ( tget ) .
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absents des protéines, drautre part à cause de la présence de certaines

liaisons peptidiques originales, comme chez Staphylococcus au?eus,la présen-

ce d'une liaison peptidique qui implique le carboxyle en 1 drun résidu gluta-

mate.

c) L'espace périplasmique

Lrespace périplasmique, caractérist ique des bactéries gram négatives,

constitue un compartiment aqueux sans structure définie situé entre la membrane
plasmique et la membrane externe (Figure 5).

Lrespace 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 Itespace périplasmique constitue peut-être un

avantage sélectif pour les bactéries gram négatives.

d) La membrane externe

Lrenveloppe la plus externe, couramment nommée membrane externe,
possède une structure membranaire composée de phospholipides, très similaires à
ceux de la membrane plasmique, de lipopolysaccharides et de protéines, ces der-
nières représentant approximativement 50 % de la masse de la membrane exrerne.
Parmi les caractérist iques qui dif férencient cette membrane de la membrane
plasmique, il faut souligner que :

1. Peu drespèces protéiques ont été mises en évidence dans la membrane exter-
D€, 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 exclusivemenr distribués à la surface
interne de la membrane alors que les lipopolysaccharides sont surtout pré-
sents à la surface externe. Seule lrextrêmité lipidique du lipopolysaccharide
ou lipide A constitue la partie externe de la bicouche lipidique, la parrie
polysaccharidique est orientée vers lrextérieur de ra bactérie.

La structure générale drune 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 enchaînement droligosaccharides, dont certains comme le 2-céto, 3-déoxy-
octonate (fOO en système anglo-saxon) sont des marqueurs spécifiques de
la membrane externe.

Cet enchaînement d'oligosaccharides est responsable de la spécificité antigé-
nique des bactéries- Le lipopolysaccharide est également zupposé intervenir
dans les processus dtadhésion des bactéries entre elles, sur un supporr ou
sur une cellule hôte.

Les protéines de la membrane externe nront pas été étudiées chez toutes
les espèces bactériennes, crest pourquoi nous ne parlerons que des protéines
majeures mises en évidence chez Eseherùehin coLi dont ltorganisation est
schématisée dans la figure 11. Ainsi, une lipoprotéine a été isolée en quan-
t i té importante et a pu être caractérisée comme un agent de l iaison entre
la membrane externe et le peptidoglycane sous-jacent.
La membrane externe présente en fait les propriétés drune barrière de per-
méabilité empêchant le passage des sucres neurres et des oligopeptides dont
le poids moléculaire est supérieur à 700. Elle permet le passage des petites
molécules hydrophiles de poids moléculaire inférieur à 600 comme le glucose,
le saccharose et les acides aminés. Ce passage de petites molécules hydro-
philes est assuré grâce à la présence de protéines spécialisées : les porines
dont les sous-unités forment des canaux au travers de Ia membrane (NarcRg

et al., 1979). Lrinsertion de porines dans des vésicules lipidiques arrificielles
a permis de vérif ier I 'augmentation de la perméabil i té aux sucres de faible
poids moléculaire.

Ainsi, la protéine omp A mise en évidence chez E. eoli , est une protéine
transmembranaire gui, sans présenter toutes les propriétés d rune porine,
facilite toutefois la perméabilité aux acides aminés er à cerrains peprides.
Les mutants défecti fs en protéine Omp A présentent une membrane externe
instable et nrautorisant pas la conjugaison. Cependant, ces quelques obser-
vations ne permettent pas encore clairement d'établir le rôle de cerre pro-
téine dans la membrane exrerne (NrcafOO et VAARA, l9g5).
Des protéines réceptrices spécifiques de sucres simples, de cofacteursr tru-
cléosides ou de métaux traces comme le fer ont pu être détectées dans le
cas où ces molécules étaient en très faible concentration dans le milieu.
De même, quelques rares enzymes ont été localisées au niveau de la mem-
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Chaîne de sucres variables selon

les souches bactériennes.

Sucres centraux

Lipide A

Figure lO.Représentation drune molécule de lipopolysaccharide. La séquence de
sucres est celle de SalmoneLla typhimuriwn. Abréviations utilisées : Abe,
abéquose ; EtN, éthanolamine ; Gal, galactose ; Gpc, glucose ; GpcN,
glucosamine I GPc NAc, N-acétyl-glucosamine ; Hep, hepturose ; KDo,
2-céto, 3-déoxyoctonate I Man, mannose ; Rha, L-rhamnose (d'après

srRYER, 1981).

l ipog.ol.rnq Phospholipidc Pcptidoglyconè

Figure 11. Modèle schématique de la structure de la membrane exrerne
d'EseherLehia coli et de SaT.monelLa typhinuriun.(Dtaprès VAARA et
NIKAIDO, 1984,  dans NIKAIDO et  VAARA, t9B5) .
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brane externe dt EscherLehin coLi ; parmi celles-ci une phospholipase, qui

interviendrait dans la libération de protéines bactériennes sécrétées comme
la colicine (CHRpON et al., t984), er des protéases-

e) Les exopolysaccharides

Les exopolysaccharides constituent la quatrième structure bactérienne et
la plus périphérique ; toutefois, leur présence nrest pas systématique. Elle dépend
de plusieurs facteurs comme la nature de la souche bactérienne, lrétat physiolo-
gique des bactéries, la composit ion du mil ieu et plus part icul ièrement le rapporr
C/N. En effet, la production dtexopolysaccharides serait favorisée par un rapporr
C/N élevé (WtLrlNSON, 1958) et el le aurair l ieu préférentiel lement lorsque les
bactéries sonr en phase stationnaire (nRCOx, 1956).

La production dtexopolysaccharides par une bactérie entraîne la formation
d'une capsule, ctest-à-dire drune zone périphérique fortement hydratée ayant une
épaisseur de plusieurs dizaines de um. Le relargage drexopolysaccharides dans
le mil ieu (wtlf tNSON, 1958) par perte du site protéique de f ixation des polysac-
charides à la paroi (SUTHERLAND, 1977) ou par coupure de la chaîne polysaccha-

ride est parfois observé.

En ce qui concerne la nature chimique de ces exopolymères, là encore
elle dépend de la nature de la souche considérée, de son état physiologique er de
la composition du milieu. Ainsi, des hexoses neutres, des polyols, des sucres ami-
nés, méthylés, des acides uroniques, ces différentes espèces chimiques étant
organisées en homopolysaccharides ou en hétéropolysaccharides, ont été identifiés
à la périphérie cel lulaire (surHnnl-AND, 1977 ; UHLINGER et WHITE, 1983).

L'importance des exopolysaccharides a été montrée dans les processus
dtaggrégation des cellules entre elles ou sur un support (ROBINSON et al., 1985)
ainsi que dans I'adsorprion des métaux (BRowN et LEsrER, rggz).

2 -3 -3 .2. l_c_c_ug g latj g! _p3 I _qd_1o_rlJigt

Les phénomènes dtadsorption des ions métalliques à la surface des bac-
téries ont été largement observés et décrits sans toujours apporter une réponse
précise quant aux mécanismes impliqués. Drune manière générale, deux écoles de
pensée coexistent.
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La première défend une approche chimique du processus selon laquelle
Ies métaux réagiraient avec des entités chimiques de surface par échange d'ions
ou par formation de liaisons covalentes. Les phénomènes physiques comme les
forces électrostatiques sont pris en compte dans un facteur de correction.

La seconde école par contre interprète l tadsorption en termes dtinterac-
tions électrostatiques, de charges de surface et drinteractions ions-solvant. Un
facteur de correction intervient prenant en compte les autres interactions plus
faibles, telles que les forces de Van der Waals (SOURG, 19g4).

Les processus dtadsorption sont généralement caractérisés par Itobten-
t ion dtisothermes df adsorption, init ialement uti l isés pour décrire Itadsorption des
gaz sur des solides. Toutefois, Itexpérience a montré que ces représentations
pouvaient être étendues à lradsorption des ions en solution aqueuse sur des solides.
Plus particulièrement, ltisotherme de Freundlich a souvent été employé pour
décrire l 'équil ibre entre le métal adsorbé par des bactéries et le métal restanr
en solution.

Lrisotherme de Langmuir est
puisquti l  nécessite dradmettre que tous

identique d'adsorber un, métal donné,

aussi complexe qurune bdctérie.

Ainsi, des isothermes de Freundlich ont été obtenus pour I'adsorption du
cadmium par Pseudomonàs fLuoneseens (BeUOA et BLOCK, 1985) par Klebsiey1a
aerogenes (BROWN et LESTER, L9B2a) (Rigure lZ) er aussi par des populations
bactériennes mixres (cRto, 1981 ; BRowN et LESTER, t9g2a ; FRISToE et
NELSON, 1983 ; RUDD et al.,  1984).

Lrobtention drun isotherme ntexplique cependant pas les zones de fixation du
métal. Aussi des travaux particuliers ont cherché à mettre en évidence la parr
prise par les différentes enveloppes dans lraccumulation.

Drune part '  FRIEDMAN et DUGAN (tg0g) ont observé que la f ixation
de métaux par Zoogloea mnigexa 115, souche productrice dtune importante
capsule de polysaccharides, était deux fois plus importante que celle mesurée
chez zoogl.oea rctni.gerc 116M, souche non productrice de capsule.

La participation de la capsule bactérienne dans la fixation des méraux
a' par la suite, été confirmée. Ainsi, dans le cas du cadmium, des isothermes
dtadsorption ont été obtenus en utilisant comme adsorbant des exopolysaccharides

moins intéressant dans ce type dtétudes

les sites dradsorption onr une probabilité

ce qui est faux lorsque I'adsorbant est
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exrrairs er purif iés (BROWN er LESTER, I982a

13  ) .
;  RUDD et al.,  1984) (Rigure

Dtautre part, lr importance de la paroi bactérienne dans la f ixation drun
grand nombre de métaux, autres que le cadmium, a été montrée en utilisant des
parois extraites et part iel lement purif iées de microorganismes gram posit i fs (gB-

VERIDGE er al.,  1982 ; MARQUIS er al.,  1976) et gram négatifs (BEVERIDGE

et  KOVAL,  1981) .

Reconnaissant la nature anionique des enveloppes bactériennes, certains
auteurs ont assimilé la paroi bactérienne à une résine échangeuse de cations
(UnnQUtS er al.,  1976 ; BEVERIDGE, tg$4 ; BUCKLIN et REUSCH,1986).

Ainsi a été étudiée la rétention de métaux par la membrane externe
dt Escherichi,a, col iKl2 (HOYLE et BEVERIDGE, 1983) et par le peptidoglycane

de Baeillus subtùLis (trlettHnWS et al., 1979) ainsi que par le peptidoglycane

dtE.eoLiKl2 (HOYLE et  BEVERIDGE, 1984) .

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

fixatr ices de métaux.

Dans le cas du cadmium, Ies données sont extrêmement pauvres. Cepen-
dant, les phénomènes d'adsorption étant peu spécifiques, il est probable que le
cadmium possède aussi une certaine capacité à se fixer au niveau des enveloppes
bactériennes comme il le fait au niveau des exopolysaccharides. Mais lraffinité
du cadmium pour les dif férentes structures ou les différents sites dtadsorption
étant une caractérist ique de ce métal, el le ne peur êrre déduite de la l i t térature
concernant dtautres métaux.

Nous nous permettrons cependant de signaler quelques travaux, intéressants
pour leur approche originale de la bioaccumulation des métaux, même si le cad-
mium ne fait pas partie des métaux étudiés. Ainsi certains auteurs se sonr atra-
chés à 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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Figure 12. Isothermes de Freundlich montrant la
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Figure 13. Isothermes de Freundlich monrrant la relation entre les métaux :
o cadmium, a nickel, o cobalt,  a manganèse complexés par les exo-

polymères extraits à partir de boues activées et le métal en solution.
Draprès BROWN et LESTER (19g2a).
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bles de I'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, lrintervention de ces groupements dans la f ixation
des métaux (Na+, K*, Mg**, cr**, Mr**, Fu**, Ni**, cu**, A,r**). curieusement,
ces mêmes auteurs nront pas observé de différences significatives dans la rétention
de métaux par des parois dont les groupements aminés auraient été substitués
par des groupements carboxyles.

La recherche concernant les groupements phosphates comme sites dtad-
sorption des métaux est plus r iche en enseignements. En effet, lraff inité du cad-
mium pour les phosphates avait été remarquée depuis plusieurs décennies er uri-
lisée dans une méthode de purification des phospholipides par des sels de cadmium
(GARIBOBO, communication personnelle, 19g5).

Plus récemment, POKORNY (1983) a proposé un mécanisme drinteraction
basé sur des données de résonnance magnétique nucléaire (nrr,rN; du phosphore
31 .

Le cadmium pénétrerait la sphère hydratée du groupement phosphate er
stengagerait à la place drune molécule dreau dans une liaison hydrogène avec
lratome dtoxygène non engagé du groupemenr phosphate (Rigure L4). La substitu-
t ion de la molécule dteau serait possible par le cadmium, lrargent et le sodium
mais impossible pou, ca2*, MgZ*, sr2* et znI*.

Ltuti l isation de la RMN du 31P ,u. des structures biologiques a montré
Itinteraction des phosphates de la membrane externe dtEseherichia coLL KlZ avec
lreuropium, un métal paramagnétique (FERRIS er BEVERIDGE, l9g4). par cetre
même méthode, ces auteurs ont aussi observé une interaction entre les phosphates
du lipopolysaccharide d' g. coLi K72 et Ie manganèse (FERRIS er BEVERIDGE,
com munication personnelle, 1985).

Ltadsorption semble donc être un mécanisme général draccumulation des
métaux puisqurelle a été mesurée pour divers métaux et au niveau de plusieurs
structures bactériennes. Cependant, il reste à savoir si la fixation du cadmium
par les bactéries est restreinte à un simple phénomène de surface ou sril y a
pénétration intracellulaire du métal. Ltapparition de phénomènes toxiques chez
les bactéries exposées au cadmium ne permet pas de répondre directement à
cette question puisque la toxicité du cadmium peut srexprimer aux niveaux péri-
phérique, membranaire et intracellulaire. En effet, l faction toxique du cadmium
est envisageable sur les protéines transporteuses et les enzymes de lrespace péri-
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Modèles dtinteractions des phosphates avec les métaux : au contraire

du cadmium, le magnésium ntest pas capable de pénétrer le rayon

hydraté du groupement phosphate et de se substituer à une molécule

d'eau pour établ i r  une l ia ison hydrogène avec I 'oxygène (d'après pO-

KORNY,  1983) .
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plasmique, ainsi qutau niveau des enzymes membranaires et de la perméabilité

membranaire sans même traverser cette membrane, et atteindre le compartiment

intracellulaire de la cellule bactérienne.

Bien que certains auteurs aient décrit Iaccumulation intracellulaire du

Cd, l'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 dtelles

est une approche qui donne des résultats biaisés. En effet, il peut y avoir dépla-

cement des ions fixés consécutivement, drune part au passage des cellules dans

un mil ieu dépourvu de cadmium, et dfautre part à la rupture des cellules, déga-

geant ainsi des nouveaux sites dradsorption pour le métal.

Par contre, si une méthode drobservation directe de la localisation du

métal sur des coupes cellulaires est choisie, il faudra une méthode de détection

spécifique du métal, ainsi qurune technique de préparation des échantillons qui

empêche la migration du métal et la déformation des structures, ce qui nra pas

encore été clairement démontré jusqulà aujourdrhui.

Il est raisonnable, tout dtabord, de répertorier les divers mécanismes de

transport des ions métalliques connus à ce jour puisque le passage ou la localisa-
t ion membranaire du cadmium semblent nécessaires à l texpression de sa toxicité.

Ensuite, les résultats concernant plus particulièrement le transport du
cadmium seront discutés.

2-3-3.3. Çgt'tg_.1'J_!e.__tÉtegl_pÉ!ÉLr_e_ql1ll__dg,_._lqf _ql!.4_u:_ j

Les membranes plasmiques bactériennes comme toutes les membranes
biologiques constituent une forte barrière de perméabil i té sélective. Cette barrière
sert principalement à réguler le volume cellulaire, mainrenir le pH intracellulaire
et la composition ionique dans un domaine étroit de façon à conserver un environ-
nement favorable aux activités enzymatiques. La membrane plasmique intervient
également en concentrant dans le milieu intracellulaire des molécules énergétiques

ou utiles à Iédification des composants cellulaires.

Il existe donc des mécanismes susceptibles de transporter les molécules
et les ions à 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 dténergie libre négative

pour la molécule transportée, aura lieu spontanément. Au contraire, un transport

actif aura une variation dténergie libre positive pour la molécule transportée et

nécessitera un apport drénergie.

La variation dténergie libre dépend du rapport de concentration de la

molécule ou de lt ion transporté de part et drautre de la membrane ainsi que du

potentiel membranaire st i l  sragit drune molécule chargée.

Lrapport drénergie peut provenir de I 'hydrolyse drune molécule d'ATP,

crest le cas de la pompe sodium-potassium des cellules animales. Ce système de

transport, le premier transport actif mis en évidence par SKOU en 1957 (dans

Stryer 1981), catalyse la sort ie de 3 ions Na+ de la cel lule er l tentrée de 2K+

au prix de I 'hydrolyse drune molécule d'ATP.

Un système A.T.P. asique a également été décrit  pour le transport du

calcium dans les cel lules musculaires (De MEIS et VIANNA, 1979, dans Stryer,

1981 ) .

Toutefois, lténergie nécessaire à un transport peut aussi provenir drun
gradient ionique. Par exemple, le gradient de sodium présent chez la plupart des

cellules animales contrôle 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 contrôlés par le gradient transmembranaire en sodium de ces
cellules, lui-même généré par le système A.T.P. asique sodium-potassium dépen-

dant.

Chez les bactéries, ctest généralement un gradient de protons qui est le
moteur des divers symporrs er antiports (STRYER, lg8l). Ces observations véri-
fient la théorie énoncée par MITCHEL (1966) selon laquelle la source d'énergie
pourrait être une force protomotrice sous la forme dfun gradient transmembranaire
de protons. Par exemple, le transport du lactose par la lactose perméase chez les
bactéries est couplé à un transfert de protons du milieu extracellulaire vers
It intérieur de la cel lule. Le moteur de ce transport est le gradient transmembra-
naire de protons, généré par la chaîne respiratoire (Figure 15).

Il existe chez les bactéries un autre mécanisme de transport qui consiste
à modif ier la molécule transportée au cours du processus de transport pour lrem-
pêcher de ressortir ensuite. Ainsi, le système phosphotransférase, comprenanr
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Lactose + H*

Figure 15. Schématisation du mode de transport de certains sucres et acides

aminés chez les bactér ies (d'après STRYER, 1981).
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3 enzymes et une petite protéine transporteuse de groupemen ts 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

types cellulaires procaryotes et eucaryotes, pour divers molécules et

Itaide de différents rrmoteursrl.

dans

ions

divers

e tà

Dans le cas particulier du passage membranaire des ions cadmium chez

les bactéries, un mécanisme de transport acti f  a été décrit  par TYNECKA et al.
(t98ta) chez Staphylococcus aureus . Le cadmium emprunrerait le système de

transport actif spécifique du manganèse pour pénétrer dans le compartiment

intracellulaire et son transport serait contrôlé par le gradient transmembranaire

de protons issu de la phosphorylation oxydative ou chaîne respiratoire en aérobie

et par I 'hydrolyse de lrA.T.P. en anaérobie.

b) Transports passifs médiatés

En ce qui concerne les transports passifs, deux systèmes peuvent opérer.

Drune part, des pores ou canaux aqueux traversant la structure membranaire hy-

drophobe permettent le passage drions ou de petites molécules polaires à travers

les membranes. Ainsi les porines, protéines trimériques, forment des pores ayant

un diamètre moyen de 10 A" dans la membrane externe des bactéries gram néga-

tives. Ce type de transport passif, sans apport extérieur dténergie, nécessite par

contre la présence drune ou plusieurs molécules souvent de nature protéique, ca-
pables de former un canal hydrophyle dans Ia membrane hydrophobe.

Dtautre part, un second type de transport médiaté a été découvert en

étudiant le mécanisme draction de certains antibiot iques dits de transport. Ces
antibiotiques agissent comme transporteurs de molécules ou dtions quti ls com-
plexent et transportent df une face à I'autre de la membrane en se déplaçant

eux-mêmes au sein de la bicouche phospholipidique qui forme les membranes.

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

fonctionnent via la formation de pores ou canaux hydrophyles et qu rils nront
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jamais été décrits pour les métaux.

Enfin la dernière catégorie de transport passif nrest pas à proprement
parlé un système de transport, puisqu'il correspond à une diffusion simple-

c) Diffusion simple

Dans un processus qui ne nécessite ni énergie, ni molécules transporteu-

ses, le passage de molécules ou dtions au travers de la membrane est dû au
mouvement propre de ces molécules entraînant ltégalisation des concentrations en
molécules transportées de part et d'autre de la membrane. Selon GUTKNECHT
(1981), le mercure traverserait les bicouches l ipidiques par diffusion sous la forme
du complexe neutre Hg cl, à une vitesse de 1r3 r0-2 

"r. 
ru"-l .  cette vitesse

mesurée sur un système membranaire plan et artificiel correspond à 20 fois la
perméabil i té à I 'eau et 106 fois la perméabil i té aux ions sodium, potassium ou
chlorures.

En ce qui concerne le cadmium, quelques études ont été effectuées sur
des systèmes membranaires artificiels, soir plans (gl-À4 : black ou bilayer lipid
membranes), soit vésiculaires (wtt-V :mult i layer l ipid vesicles).

Trois faits importants ont ainsi été démontrés : drune part, le cadmium
Éagit avec les têtes polaires des phospholipides (get-N4ONfB et al., t972) i
cette interaction modif ie les propriétés membranaires, en part icul ier le diagramme
de phase des l ipides est modif ié au profi t  de l 'état gel et dtune phase de coexis-
tence des deux états gel - l iquide (Cnf'pnBV et FEIGENSON, 1984) I d,aurre
part, l taugmentation de la température de transit ion des l ipides en présence de
cadmium a aussi été rapportée par BEVAN et al. (tqgg) mais curieusemenr ces
auteurs ont observé en parallèle une augmentation de la perméabilité en présence
de cadmium. Cette dernière conclusion est douteuse puisque les auteurs nront pas
effectué de contrôle de la fusion des vésicules pendanr la mesure de la perméabi-
l i té.

Enfin, le cadmium est capable au même ti tre que le calcium drinduire
des fusions de vésicules (ttRO er PRESTEGARD, 19g0).

Ces divers effets du cadmium sur les structures membranaires art i f iciel-
les rendent difficile la mesure du passage membranaire de ce métal.

Toutefois, une étude récente a été réalisée sur des membranes plasmiques
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isolées d'erythrocytes humains et d'hépatocytes de rat par SORENSEN et al.
(t lSs;. Ces auteurs ont montré que la f luidité membranaire était forrement

diminuée en présence de cadmium,50 à 500 uM (l fois plus quren présence de

calcium).

Ces dernières observations tendent à montrer que la diffusion simple du cadmium

à travers la composante phospholipidique de la membrane plasmique est un proces-

sus mineur.

2.4. MECANISMES DE TOXICITE ET DE RESISTANCE AU CADMIUM

2.4.1. Toxicité du cadmium chez les bactéries

La toxici té du cadmium a été mesurée essent iel lement sur la croissance

bactér ienne, la respirat ion ou I tact iv i té déshydrogénasique, et cerraines act iv i tés

enzymatiques.

I l  est malheureusement très di f  f ic i le de comparer les résultats de la

l i t térature d'un point de vue quant i tat i f .  En ef fet ,  les ef fets toxiques sont rare-

ment exprimés de manière homogène en termes de CI 50 (concentrat ion inhibi-

tr ice à 50 %) ou de CL 5f (concentrat ion létale à 50 %).

De plus, un trop grand nombre de paramètres di f férent drune étude à

lrautre, pour permettre - la comparaison des résultats quant i tat i fs.  Toutefois,  des

tendances observées peuvent être confrontées.

Ainsi, lorsque la croissance bactérienne est mesurée en présence de cad-

mium ajouté à des concentrat ions infér ieures à 0,5 rM, une augmenrat ion de la

phase de latence est observée durant laquelle le nombre de cellules revivifiables

sur gélose diminue (tutrRn et al . ,  1975 ;  MoRoZZl et al- ,  t982).  par conrre,

aucune variation du taux de croissance nrest observée, lorsque la croissance débu-

te, pour des concentrat ions en cadmium ajouté comprises entre 0,5 et 50 uM.

Plus précisément, PICKETT et DEAN en 1979 ont rapporté chez Baei.Llus

une augmentation linéaire du temps de latence proportionnelle à la concentration

en métal avec cependant un plateau pour des concentrations en cadmium compri-

ses entre 0,1 et 0r2 M- Selon les auteurs, ce plateau pourrait correspondre à la

coexistence de deux catégories de cibles dont lraffinité pour le cadmium serait

différente- Par contre, les mêmes auteurs, travaillant sur un Pseudomonas isolé de

lrenvironnement, avaient observé une croissance normale pour des concentrations

en cadmium infér ieures à 17 uM et une forte diminut ion de la product ion de

biomasse pour des concentrations plus importantes.
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Chez pseudomonas fluorescens , la phase de latence est augmentée, le taux de

croissance et la biomasse produite en phase stationnaire sont diminués lorsque la

concenrration en cadmium ajouté est comprise entre 8,9 et 89 u M. La CI 50 est

approximativement la même pour les trois paramètres mesurés : voisine de 27 v M

en cadmium ajouté (BAUDA et BLOCK, 1985). Mc ENTEE et al. (1986) ont de

même montré que la phase de latence de ALeali.genes était augmentée pour des

concentrations en cadmium ajouté supérieures à 2,5 mM-

Dtune manière générale, retenons que lref fet  toxique

prime au niveau de la croissance bactérienne le plus souvent en

tarion du temps de latence et parfois d'inhibition du taux de

biomasse produite en phase plateau.

Ltef fet du cadmium mesuré

croissance de quelques bactéries gram

évidence des comportements identiques

semblablement, lrhétérogénéité au sein

tuelles différences de sensibilité entre

selon JAKUBCZAK et al. (1981), les

I 'action du cadmium que les bactéries

du cadmium srex-

.  termes dtaugmen-

croissance et de la

par BABICH et STOTZKY (1977) sur la

+ et  gram -  n?a pas permis de met t re en

ou dif férents de ces deux groupes. Vrai-

des groupes de bactéries masque les éven-

bactéries gram + et gram Par contre'

bactéries gram + seraient plus sensibles à

gram - (tableau 4).

Cette observation esr peut-être à rapprocher des observations de BEVE-

RIDGE er  MURRAY (L976)  et  BEVERIDGE et  KOVAL (1981)  montrant  une

accumulation des métaux par les parois gram positives 10 fois supérieures à celle

observée par des parois gram négatives. La comparaison de la répart i t ion cellulaire

du cadmium chez des souches bactériennes sensibles et résistantes à ce métal a

montré que 3 fois plus de cadmium sraccumulait dans le cytoplasme des bactéries

sensibles (RE[4RCI-E et al., L982)- La localisation du métal toxique serait donc

intracellulaire. Toutefois i l  est impossible de préciser si la répart i t ion cellulaire

du cadmium observée chez les bactéries sensibles est la cause ou la conséquence

de leur sensibilité.

Draurres activités métaboliques que la croissance ont parfois été étudiées.

Par exemple, la respiration est un processus métabolique inhibé en présence de

cadmium.

Ltinhibition peut être mesurée par comparaison des échanges gazevx

(consommarion drO2, ou production de CO2) (ZWARUM, t973) ou mesures des ac-
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Tableau 4. Concentrations minimales inhibitrices de quelques toxiques minéraux
(en mg/l) vis à vis de 18 bactéries (d'après JAKUBCZAK er al.,

1981 ) .

TOXIQUES

BACTERIES
HgCl, cu(Soo)2CrrO', cd(N03)2 Ca(CHrCOr),

ENTEROBACTERIES

Escherichia col i

Citrobacter freundi i

Klebsiella oxytoca

Klebsiella ozoenae

Providencia sp.

Yersinia enterol i t ica

0 ,5

012

0 ,5

012

0 ,1

0 ,5

z
30

4

1

10

15

)

10

10

10

)

10

10

1

30

2

20

20

20

15

10

5

10

J

AUTRES BACTERIES GRAM-

0 ,5

0 ,1

0 r1

0,01

0 ,1

0 ,1

10

)

10

)

60

15

5

1

10

0 r1

15

0

2

20

50

0r1

15

25

30

1

30

1

15

10

Aeromonas hydrophila

V ibr io  NAG

Pseudomonas aeruginosa

Alteromonas putrefaciens

Acinetobacter calcoacet icus

Chromobacter ium violaceum

BACTERIES GRAM

Bacil lus subti l is

Bacillus cereus

Micrococcus roseus

St reptococcus faecalis

Staphylococcus oxford

Sarcina lutea

0,05

0,05

0,01

0 r1

0 ,1

0 r5

10

20

5

15

2

)

60

100

30

2

200

40

0 ,1

1

0 r1

0 ,1

1

1

10

10

1

10

10

2
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tivités déshydrogénasiques (CENCI et al., 1985). Les deux méthodes semblent pro-

duire des résultats équivalents chez E. coLi puisque ZWARUM (1973) observe une

inhibition de la production de COZ à partir dtune concentration en cadmium

ajouté de 50 uffi, et que I'activité déshydrogénasique est inhibée de 32 % en

présence de cadmium ajouté 80 uM (CeNCt er al . ,  1985).

Curieusement, des processus biologiques sont parfois activés par la présen-

ce  de  cadmium.  A ins i ,  LAMANNA e t  a l .  ( tgZ l ,dans  BABICH e t  STOTZKY,  1977)

ont observé une stimulation de la croissance de InctobaciTlus aeidophilus en

présence de cadmium ajouté à la concentrat ion de 0,17 mM. Certaines act iv i tés

enzymatiques sont parfois activées par le métal à faible concentration. Par exem-

ple, I tact ivat ion dtune A.T.Pase mitochondriale a été rapportée en présence de

concentrat ions en cadmium ajouté infér ieures à 1 mM ; par contre, en présence

de concentrat ions supérieures, I 'act iv i té A.T.Pasique étai t  inhibée (RRUCHOVA et

DRAHOTA, t979).  Selon les auteurs, le cadmium à faible dose agirai t  comme un

analogue du magnésium, cofacteur de l renzyme.

Chez les cel lules eucaryotes, des effets mutagènes, cancérigènes et téra-

togènes du cadmium ont été décri ts (oeGRAeVE, 1981 ;  KAZANTZIS, 1984) et

parfois mis en doute (MALCOLM, 1979).  En ce qui concerne les microorganismes

et plus part icul ièrement les bactér ies, les effets toxiques du cadmium au niveau

génét ique ont été étudiés pr incipalement chez BaeiTLus subt i l is ,  EscherLchùaco;

Li et Salmonella typhinuriun. Si ces travaux ont montré |inhibition de la trans-

formation par I 'ADN chez Baci lLus subtLLùs en présence de cadmium (CROVBS

et al . ,  L974),  i ls ntont pas permis de mettre en évidence des effets mutagènes

ou cancérigènes pour ce métal, tout au plus une capacité à provoquer des lésions

au niveau du DNA (OnCnneVE, 1981 ;  ZASUKHINA et al . ,  t977).

Dans Ie paragraphe suivant, les mécanismes de toxicité du cadmium dé-

cr i ts ou proposés chez les bactér ies ont été répertor iés.

2.4.2. Mécanismes de toxicité du cadmium chez les bactéries

Le cadmium

ment dans la cellule

matiques et avec les

est en fait susceptible

bactérienne : au niveau

acides nucléiques.

d'agir à plusieurs

membranaire, sur

niveaux simultané-

les activités enzy-
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a) Effets sur les membranes

Ainsi, Itadsorption du cadmium au niveau des têtes polaires des phospho-

l ipides organisés en structure membranaire a été décrite (BELMONTE et al.,
t972). L'adsorption du cadmium sur les surfaces membranaires est très certaine-

ment une étape préliminaire aux phénomènes de fusions membranaires observés

sur des vésicules lipidiques artificielles en présence de cadmium (LleO et PRES-

TEGARD, 1980) .

Un effet du cadmium sur la fluidité membranaire est possible puisque

lron observe, en présence de ce métal, des modif ications des diagrammes de
phases de phospholipides isolés : la température de transition augmente en faveur

dtune large plage de coexistence des 2 phases gel-liquide (CRpf'Rny et FEIGEN-

soN, 1984).

b) Effets sur les activités enzymatiques

De nombreuses activités enzymatiques sont modifiées en présence de
cadmium, comme par exemple celle de la phosphatase alcal ine (CHLEBOWSKI et
al., L977). La phosphatase alcaline est une métallo-enzyme possédant du zinc
dans son site actif, et le remplacement du zinc par le cadmium a été observé
par diffraction des rayons X, avec quelques modifications de la conformation de
I 'enzyme (SOWADSKI et  a l . ,  1981) .

Ltanalogie zinc-cadmium nrest pas la seule décrite dans la l i t térature
puisque chez les cellules eucaryotes des analogies cadmium-magnésium (nnUCHO-

vA er DRAHOTA, L979) et cadmium-calcium (poRseN er al.,  1979) ont été
rapportées.

La B galactosidase et les déshydrogénases (CeNCt et al.,  1985 ; KATAYAMA-
HIRAYAMA, 1986) sont aussi inhibées en présence de cadmium.

Dans le cas général, I ' inhibit ion serait due à la capacité quront les pro-
téines de complexer le cadmium au niveau de leurs groupemenrs fonctionnels
amines, carboryles, alcool et surtout thiols (JACOBSON et TURNER, 1980 ; NIE-
BOER et RICHARDSON, 1980) puisque Katayama-Hirayama (1986) monrre une
récupération de l'état physiologique habituel par addition de composés thiols.

c) Effets sur les acides nucléiques

En ce qui concerne les acides nucléiques, BLUNDELL er tvVILD (1969)

ont observé chez Esehertehin coli une inhibition de la synthèse d'A.R.N. supé-
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rieure à celle de la synthèse protéique en présence de cadmium. La replication

ou (et) la transcription de lrA.D.N. seraient donc des processus plus sensibles au

cadmium que la traduction. MITRA et BERNSTEIN (t917) ont observé des ruptures

simple-brin dans I iADN dt E.colù exposée au cadmium.

La toxicité génétique du cadmium peut provenir dtune interaction métal-

acides nucléiques ou (et) drune interaction métal-enzymes du métabolisme des

acides nucléiques. En effet, si le cadmium peut se complexer au niveau des pro-

téines, il est également susceptible de réagir avec les atomes drazote des bases
puriques et pyrimidiques dtune part, mais aussi avec les atomes d'oxygène des
groupements phosphates du squelette rtsucre-phosphare'r des acides nucléiques.

Selon JACOBSON et TURNER (1980), la complexation du cadmium au niveau des
phosphates stabiliserait la structure en double hélice de I 'ADN, tandis que la

complexation au niveau des bases aurait un effet déstabilisant sur cette structure.

De plus, la complexation du métal a été observée in vitro au niveau de
certains ADN de transfert dont le comportemenr électrophorétique était modif ié
en présence de cadmium (gleff er JACOBSON, 1980) er sur I 'ADN (MITRA,

1985, communication personnelle).

Cependant, ces processus de complexation entre cadmium et acides nucléi-
ques nront pu être observés in vivo , ce qui rend plus probable I'hypothèse de la
toxicité génétique du cadmium par inhibition des enzymes du métabolisme de ces
acides-

2-4.3. Mécanismes de résistance au cadmium

Les bactéries développent parfois des mécanismes de résistance aux
métaux qui commencent à être explicités.

Six mécanismes principaux de

chez les bactéries ; ce sont : la fixation

commodation, la synthèse de molécules

précipitation de complexes métalliques

diminuée et la méthylation.

résistance au cadmium onr été décrits

du métal à la périphérie cel lulaire, lrac-

intracellulaires qui piègent le métal, la

insolubles, une accumulation de métal

a - Les exopolymères protègent les bactéries uis à vis des métaux

BITTON et FREIHOFER (1978) ont mesuré la toxicité du cadmium chez



2 souches de KLebsùeLLa aerogenes dont une est un mutant produisant peu drexo-

polysaccharides par rapport au sauvage. La souche capsulée produisait quarre fois

plus de bactéries revivifiables sur gélose que le mutant après 7 h de contacr

avec du cadmium ajouté à la concentration de 89 uM.

Une protection a également été observée lorsque des exopolysaccharides

extraits et part iel lement purif iés sont ajoutés à la solution de cadmium une

heure avant lrintroduction de bactéries mutantes sans capsule (Figure 17).

L'effet protecteur des exopolysaccharides et des exopolymères en général

provient vraisemblablement de la capacité de ces molécules à complexer les

métaux (SfnRzutT et LESTER, 1980, 1983 ; GAID, 1981 ; BROWN er LESTER,

1982a et b). Le mécanisme serait donc similaire à celui reporté pour drautres

complexants comme le citrate, l laspartare, ITEDTA (ptCfBff et DEAN, L979),

les argi les (BABIC H et STOTZKY, 7978 ; TITUS et PFISTER, 1982 ; KUREK er

al-, 7982) et les acides humiques (TITUS et PFISTER, 1982).

b -  L raccommodat ion
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MITRA et al .  (1975) ont observé chez E.

0r2 uM les anomalies de croissance suivantes :

-  le temps de latence est anormalement long

port  au témoin),

coZL en présence de cadmium

(augmentat ion de 18 h par rap-

- 84 à 95 % des cellules prélevées en début de phase de latence ne formenr
pas de colonies sur gélose,

- pendant cette phase, de grandes vacuoles intracellulaires se forment, la

densité optique de la culture est constante et i l  nty a pas dfincorporation

de thymidine tr i t iée, donc pas de synthèse d'ADN bien que le nombre de

bactéries capables de former des colonies sur gélose augmente,

- lorsque la phase de croissance exponentielle est atteinte, les vacuoles ont
disparu, le taux de croissance des cellules esr identique à celui du témoin
sans cadmium ainsi que la production de biomasse en phase stationnaire.

De plus, ces auteurs comme Mc ENTEE et al. (t986) avec AlcaTigenes ,
ont remarqué qurune exposit ion préalable au métal diminue lral longement du
temps de latence. Cependant, cette capacité est graduellement perdue au fur et
à mesure que les cellules se divisent dans un milieu dépourvu de métal.
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Temps en heures

Figure 17. Effet des polysaccharides capsulaires sur la toxicité du cadmium (10

ng/l) chez KlebsLeLla aerogenes K54 A3(0) (d'après BITTON et

FREIHOFER, 1978) .
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Enfin, immédiatement après le contact avec le cadmium, des ruptures

simple-brin ont été observées au niveau de I'ADN de Escheni.chi,a coLi,. La répara-

tion de ces ruprures nécessiterait Iintervention drune DNA ligase (trltfnn et

BERNSTEIN,  1977) .

Ces observations suggèrent qurun processus inductible permet la réparation

durant la phase de latence des lésions (vacuoles et ruptures simple-brin de I'ADN)

provoquées par le cadmium. Ce processus a été appelé rraccommodation" par les

auteurs et des études ont été entreprises afin dten élucider le mécanisme molécu-

laire. Ainsi, des mesures dtincorporation de leucine tr i t iée réalisées pendant

I'accom modation ont montré une forte synthèse protéique en fin de phase de

latence. Lressentiel de la radioactivité a été retrouvé au niveau de deux types de

protéines de poids moléculaires apparents 55000 et 65000. Une des protéines

accumule le cadmium et est absente chez les bactéries non exposées au métal,

lraurre correspondrait à une protéine classique du métabolisme, mais synthétisée

en quanrité plus importanre chez les bactéries accommodées (tvtttRA, L984).

Il est possible gue la ou les protéines accumulant le cadmium agissent

comme des métal lothionéines, bien qu'el les nren possèdent apparemment pas le

poids moléculaire, mais la compréhension de lraccommodation nécessite toutefois

de plus amples investigations.

c - La synthèse de métallothionéines ou pièges à cadmium

Les métallothionéines sont des protéines de f aible poids moléculaire

(= 10000 d) dont la synthèse est induite en présence de métaux.

Elles t irent leur nom de leur capacité à f ixer ces métaux, généralement

le cadmium, le cuivre et le zinc, grâce à leur richesse en acides aminés sou-

frés : elles contiennent en moyenne 8 % de soufre ; par contre, elles ne compor-

tenr pas d'acides aminés aromatiques (rcncl er VALLEE, 1961).

Ces protéines ont été mises en évidence chez des organismes très variés,

essentiel lement eucaryotes : mammifères (fnCt et VALLEE, 196t), champignons
(LERCH, 1980), crustacés (BROUWER er BROUWER-HOEXUM, t984), poissons

(HAUX et al., L984).

Récemment, trois métallothionéines ont été isolées chez Pseudomonas W-
tida cultivé en présence de cadmium (HICHRM er al., 1984).

La première, de poids moléculaire 6700 d est synthétisée en phase exponentielle,

la seconde (6qoo d) en fin de phase exponentielle er la dernière (g0oO d) est
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produite en phase stationnaire.

Enfin, Mc ENTEE et al. (1986) ont isolé chez une souche dt AlcaTi,genes résistan-

te au cadmium, une protéine membranaire de poids moléculaire 34500 d dont la

synthèse est induite par le cadmium à des concentrations supérieures à 0,1 mM.

d - Formation de complexes du cadmium insolubles

Le métal est parfois accumulé sous forme de complexes insolubles vrai-

semblablement non toxiques pour les bactéries. La nature des complexes formés

dépend étroitement de la composit ion du mil ieu. Ainsi, dans un mil ieu non carencé,

AIKING et al. (1982) ont rapporté la précipitat ion de sulfures de cadmium chez

KLebsùeLLa aerogenes sous forme de granules intracellulaires denses aux électrons

ayant un rapport cd/s constant.

Par contre, en condit ions sulfates l imitants, I taccumulation du cadmium

est contrebalancée par une accumulation de phosphore inorganique. Lorsque les

phosphates sont l imitants, les sulfures constituent la forme prédominante draccu-

mulation du cadmium.

Les deux formes draccumulation sont observées dans un mil ieu carencé

en glucose (Tableau 5) (AIKING et al.,  L984) ; el les permettent aux bactéries de

sradapter à des concentrations toxiques.

La complexation du cadmium au niveau de polyphosphates a été évoquée

chez Pseudomonas putila pendant la phase de latence, ctest-à-dire avant que la

forme de réserve constituée par les polyphosphates ne soit épuisée.

e - Certaines bactéries résistent aux métaux parce qutel les accumulent moins

La faible accumulation du cadmium est une stratégie de résistance qui a

tout d'abord été décrite par CHOPRA (tgZt) chez une souche de StaphyLococcus

aureus. Cette souche possède un plasmide qui code pour la résistance aux anti-
biotiques du groupe des pénicillines et à certains ions métalliques comme le cad-
mium et le mercure. Le phénomène de résistance est apparemment dû à une
fixation de cadmium 15 fois plus faible chez la souche résistante (Figure l8).

La synthèse protéique présente la même sensibilité au métal chez les
deux souches, et des sphéroplastes (cellules sans pepridoglycane) préparés à partir
de bactéries résistantes, conservent leur résistance et leur affinité pour les cations
en général. Par contre, la résistance est perdue lorsque les bactéries sont traitées
au toluène (CHORRR, 1975). Le toluène nrentraîne pas de relargage de matériel
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Figure 18. Fixation du cadmium par une souche résistante r et sensible .

cadmium de Staphyloeoecus aureus (d'après CHOPRA, l97l).
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protéique ou l ipidique, mais i l  modif ierait les interactions enrre molécules mem-

branaires et éventuellement lrorientation de ces molécules au sein de la structure

membranaire.

Les résultats de CHOPRA suggèrent une diminution de lraccumulation

intracellulaire du métal par un disposit i f  membranaire.

Chez une autre souche de Staphglococcus aureus un mécanisme actif

dtexpulsion du cadmium a été proposé. Cette résistance est portée par un plasmide

et deux gènes nommés Cad A et Cad B sonr impliqués.

Le gène Cad A, responsable dtune accumulation de cadmium 100 fois
plus faible chez les bactéries résistantes que chez les bactéries sensibles, code
pour un système dleff lux spécif ique des ions cadmium- Par ce mécanisme dreff lux,

la sort ie drun ion cd2+ serait couplée à lentrée de 2 protons (Figure 19).

Selon les expérimentations réalisées en présence de substances découplan-

tes et de ionophores, |antiport Cdz+/2H+ serair énergie-dépendant (tVNgCfe et
al.,  l98la et b) et eff icace pour des concentrarions en métal inférieures à 100uM.

Par contre, la signification du gène Cad B est beaucoup plus floue. La
résistance codée par ce gène n'entraîne pas une accumulation moindre du métal
chez les bactéries porteuses du plasmide. Selon PERRY er SILVER (1982), ce
locus coderait pour un facteur protéique inductible complexant le cadmium :
peut-être une métal lothionéine.

Les plasmides de résistance aux antibiotiques et aux métaux sont courants
chez les souches de StaphyLocoeeus aureus , certains comme le plasmide PII 147
portent les deux gènes Cad A et Cad B, alors que dfautres comme le plasmide PI
258 ne portent que le locus Cad A (SMITH et NOVICK, I?TZ)-

Plus réèemment, un mutant de Bacil lus subtiTi,s résistant au cadmium
a été isolé ( lenOnCA et SILVER, 1985). Cette résisrance nresr pas codée par
un plasmide et semble due à une accumulation moindre du cadmium par le mutant.

La résistance aux métaux par une accumulation moindre ne serait donc
pas un processus restreint aux bactéries porteuses de plasmides puisque certaines
souches peuvent lracquérir par mutation. Ainsi, si la stratégie développée est la
même dans les deux cas, les moyens employés pour y arriver peuvent être diffé-
rents.
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Figure 19. Schématisat ion des mécanismes draccumulat ion et dteff lux du cadmium

chez StaphyLococeus aureus (d'après TYNECKA et al . ,  1981).
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f - Certaines bactéries volatilisent le cadmium en méthyle de cadmium

La méthylation du cadmium par les bactéries apparaît comme une réac-

t ion parasite de la méthylation du mercure, el le-même parasite de la méthylation

de la cobalamine dans le processus de synthèse de la méthionine.

Ainsi, un Pseudomonas, isolé à part ir des sédiments de la Chesapeake

Bay, capable de méthyler le mercure en présence de cobalamine, était aussi

capable de transformer le cadmium en une forme volatile (SUtvttrlgRS et SILVER,

1978). En outre, I texposit ion de cette forme volati le au mercure entraîne Itappa-

ri t ion de méthylmercure suggérant que la forme volati le est bien du cadmium

méthylé.

Toutefois, ce mécanisme nrest pas considéré comme un mécanisme com-

mun de détoxif ication du cadmium.

Il est bien évident que, parmi les mécanismes de résistance aux métaux

décrits dans ce paragraphe, certains peuvent être développés simultanément par

une même population bactérienne.

La compréhension des mécanismes de résistance au cadmium est tout à

fait intéressante puisque drune manière indirecte elle renseigne sur la localisation

et la forme du métal toxique. Ainsi, des mécanismes de résistance comme ltef-

flux ou la synthèse de métallothionéine sont une preuve indirecte de la présence

du métal au niveau intracellulaire.

Cette revue bibl iographique sur l raccumulat ion et la toxici té du cadmium

chez les bactér ies nous fai t  découvrir  à la fois la diversi té et I 'adaptabi l i té du

monde bactérien, mais aussi Itincapacité dans laquelle nous sommes de formuler

un schéma clair  décr ivant à la fois le mode draccumulat ion du métal  et  sa toxi-

ci té.

Aussi, il nous a paru intéressant dtassocier les deux types dtapproches

dans le cas particulier du rôle des structures bactériennes périphériques, afin de

préciser les premières étapes de lraccumulation du métal et le rôle protecteur

de ces structures.



- 58 -

3 . MATERIEL ET METHODES
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3.1. SOUCHES BACTERIENNES ET MILIEUX DE CULTURE

Quatre souches bactériennes ont été utilisées dans cette étude.

Pseudomonas fluorescens (l-P. 6326) a été choisi comme représentant

des bactéries gram négatives car cette souche est largement distribuée dans

Itenvironnement et el le fait  l tobjet dtun test de toxicité sur bactéries.

Klebsiel la aerogenes K54 A3 et K54 A3 (0) respectivement fort et

faible producteur dtexopolysaccharides nous ont semblé constituer un outil adéquat

pour étudier Iinfluence des exopolysaccharides sur laccumulation et la toxicité

du cadmium. Ces souches ont été fournies gracieusement par le Professeur J.P.

Duguid (Université de Dundee, Ecosse).

Enfin, Alteromonas haloplanktùs (ATCC 19855) est le microorganisme

ayant permis à Forsberg et al. (1970) de mettre au point une méthode de prépa-

ration de muréinoplastes et de protoplastes. En comparant les protoplastes de

P. f luorescens à ceux de.4. haLoplanktis nous avons voulu comparer l teff icacité

de la méthode chez ces deux souches.

Pseudomonas fluonescens a été cultivé à 30oC avec agitation dans du

bouil lon nutri t i f  peptoné, pH 6,9 (bio Mérieux 51101). Klebsiel la aerogenes K54 A3

et son mutant K54 A3 (0) ont été cult ivés à 37"C sous agitat ion dans un mil ieu

liquide (gmfON et al., 1976) permettant chez le sauvage la production d'une

importante capsule :

NaCl : 0,2 %, K2 SO4 z 0,1 %, Mg SO4, 7H2O : O,02 %, Ca CO, : 1 %, F2 SOO :

0,0001 %, Bactopeptone : }rt  %, Saccharose : 1 %-

ALteromonas halopLankti,s a été cultivé à 35oC dans un milieu liquide

contenant du bouil lon nutri t i f  peptoné (0,8 %) et de I 'extrait de levure (0,5 %)

dans une solution saline : NaCl : 0,22 M, MB Cl, :  0,026 M, K Cl : 0,01 M et

Fe, SOo (NH2)2 SO4 6H2O : 0'1 mM.

Les souches ont été conservées sur tubes de gélose inclinés (bio Mérieux

51381 pour P. fluoreseens). Pour les deux souches de KLebsielLa et pour .4. halo-

pLanktis, leurs mil ieux respectifs décrits ci-dessus ont été uti l isés addit ionnés

de 15 g d'agar (Difco 140-01). Un repiquage a été effectué tous les deux mois.

3.2. COURBES DE CROISSANCE

Les courbes de croissance en milieu liquide ont été tracées par enregis-
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trement de la densité optique de la culture en fonction du temps, à lraide drun

biophotomètre (Bonet Maury) comportant six cuves de mesures thermostatées et
possédant un système dtagitation continue.

L'uti l isation du biophotomètre a permis de mesurer simultanément I 'effet

de 5 concentrations différentes en cadmium sur la croissance de P.fl.uorescens pal

comparaison avec un témoin dépourvu de cadmium.

De la même manière, deux concentrations en cadmium ont pu être tes-

tées et comparées à des témoins sans cadmium simultanément pour les deux sou-

ches de K. aerogenes K54 A3 et K54 A3 (0).

3.3. PREPARATION DES MUREINOPLASTES ET DES PROTOPLASTES

Des muréinoplastes (bactéries sans membrane externe) et des protoplas-

tes ont été préparés à partir des cultures de P. fLuorescens et A. halopT.anktis en
phase stationnaire âgées de 24 heures, selon la méthode de Forsberg et al. (1970).

Les bactéries séparées du milieu de culture par centrifugation à 16300 g
pendant 20 min à 4"C, étaient lavées deux fois par centrifugation et remises en
suspension dans un volume égal au volume initial, drune solution Na Cl 0r5 M
stéri le.

Les bactéries récoltées après les 2 lavages onr été appelées bactéries
entières ou témoins.

Les muréinoplastes ont été préparés à partir des bactéries témoins cen-
trifugées à 35000 g à 4oC pendant 20 min.

Les surnageants étaient éliminés et les culots rassemblés étaient resus-
pendus dans du saccharose 0,5 M (â au volume initial). La suspension bactérienne
dans le saccharose était agitée pendant 30 min à 25oC puis centrifugée de nouveau
à 35000 g pendant 20 min. Le lavage de 30 min dans le saccharose 0,5 M a été
répété quatre fois zuccessives. A cette étape, la plupart des cellules bactériennes
avaient perdu leur membrane externe, devenant des muréinoplastes, crest-à-dire
des cellules entourées uniquement de leur membrane cytoplasmique et drune
couche de peptidoglycane.

Les protoplastes ont été préparés à partir des muréinoplastes en suspen-
sion dans le saccharose 0,5 M et dilués au dixième dans du tampon tris-HCl

PH8.
Du lysozyme (stCtrln L6876) a été ajouté à la concenrrarion finale

100 ug/ml, et la suspension a été agitée à 25"C jusqu'à ce que les cellules

de

qui
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avaient une forme en bâtonnet deviennent sphériques. Les changements de morpho-

logie cellulaire ont été observés au microscope à contraste de phase (Leitz Dia-

lux).

3.4. MICROSCOPTE ELECTRONIQUE

Des aliquotes des suspensions de bactéries entières, muréinoplastes et

protoplastes ont été centrifugés à 11000 g pendant 10 min à 4"C. Les cellules

ont ensuite été resuspendues dans du glutaraldéhyde à 2r5 % dans du tampon

cacodylate 0,1 M de pH 7 12 et ont été maintenues à 4oC pendant t heure. Après

cetre étape de fixation, les bactéries ont été lavées deux fois par centrifugation

et remise en suspension dans du tampon cacodylate 0,1 M.

Les cellules bactériennes ont été déshydratées par passage dans des

bains successifs dralcool éthylique de concentration croissante, puis incluses dans

de l tépon 812.

Des coupes fines ont été obtenues avec un ultramicrotome puis contras-

tées par une solution aqueuse dracétate dturanyl à 2 "Â. Pour Itobservation des

coupes, un microscope électronique SIEMENS lO2 a été utilisé (Laboratoire de

Microscopie Electronique du Professeur G. GRIGNON, Faculté de Médecine, Uni-

versité de NANCY).

3.5. RES?IROMETRIE

La respiration a été suivie pour comparer la sensibilité au cadmium de

bactéries entières, muréinoplastes et protoplastes drune part, et celle de bactéries

dont les groupements carboxyles ont été bloqués ou non.

La diminution de la pression partielle en oxygène a été mesurée dans

une chambre étanche de 30 ml thermostatée à 25oC possédant un système d'agi-

tation.

Avant introduction dans la chambre de mesure, le bouillon nutritif con-

tenant les bactéries était saturé en oxygène par un bullage d'air pendant 10 min

à 25"C.

La pression partielle en oxygène dans la chambre a été mesurée pendant

10 min par une électrode à oxygène (Radiometer) et la consommation d'oxygène

par les bactéries a été calculée comme suit :
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C.O, = Vo
pOri - pOrf

r f - r i

C.O, est la consommation dtoxygène

V est le volume de la chambre de mesure

o est le coeff icient de solubil i té de I 'oxygène dans I 'eau, à 25"C et à la
pression atmosphérique (mg Or/l/torr)

pOri est la pression partielle en oxygène initiale (torr)

pOrf est la pression parrielle en oxygène finale (torr)

tf - ti est le temps pendant lequel la consommation dtoxygène a été mesu-

rée = 10 min.

Les mesures ont été effectuées zur trois aliquotes dans chaque expérimen-

tation.

3.6. DOSAGE DES HEXOSAMINES

Avant Ie dosage proprement dit, les bactéries ont été hydrolysées dans

de I 'HCI 6N à 105oC pendant 3 heures. La réaction a été stoppée, après refroi-
dissement, par neutralisation de la suspension avec NaOH 6N. Le volume de chaque
hydrolysat a été complété à 10 ml avec de |eau distillée stérile et une cenrrifu-
gation à 2500 g pendant 15 min a été réalisée pour éliminer la fraction insoluble.

Le contenu en hexosamines a été déterminé par la méthode dTELSON-
MORGAN modifiée par MONTREUIL er SptK (L963)-

Les chlorures atténuant la coloration, la gamme étalon a été préparée à
partir de D glucosamine (Merck 4113) à une concentration en chlorure de sodium
identique à celle de I'hydrolysat.

Dans des tubes de 50 ml, préalablement traités à |acide chlorhydrique
5 %, ont été successivement introduits 2 ml de la solution à doser, 1 ml dtune
solution d'acétyl-acétone (acétyl acétone 14 % (Merck 9600) vol/vol, carbonate
de sodium anhydre (Merck 6392) 1,25 N) et I ml d'eau distillée. Les tubes ont
été agités pendant 15 sec, bouchés et placés pendant 10 min dans un bain-marie
bouillant. Les tubes ont ensuite été ref roidis dans la glace er 5 ml d'alcool
absolu ont été ajoutés. Après 15 sec dfagitation, les tubes ont été placés dans
un bain-marie à 75"C pendant 5 min. Le réactif  drEhrl ich (p. diméthylamino-ben-
zaldéhyde, Merck 3058, 5,32 oÂ pds/vol dans de lracide chlorhydrique pur concen-
tré), 1 ml par tube, a alors été ajouté lentement et les tubes ont été maintenus
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30 sec et placés pendant 30

520 nm.

Une gamme étalon et

dosage car un glissement des

Les résultats ont été exprimés
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tubes ont ensuite été refroidis et de nouveau 5 ml

été introduits. Les tubes ont été agités pendant

min à I 'obscurité. La colorarion rose a été lue à

des réactifs neufs ont été préparés lors de chaque

courbes de dosage a parfois été observé(Figure2O).

en rB de glucosamine par bactérie.

La précision de la méthode a été déterminée en dosant 3 fois un même

hydrolysat bactérien. Cette détermination a été réalisée 3 fois avec des réactifs

di f  férents et rapportée à 3 gammes étalon (Tableau 5).  Cette précision étai t

toujours inférieure à 5 %.

Les hexosamines ont ainsi été dosées sur des aliquotes de muréinoplastes

et de protoplastes ajustés à un même nombre de cellules par numération directe

sous microscope à contraste de phase avec un hémocytomètre.

Ainsi, les concentrations en hexosamines obtenues étaient directement

comparables, et le pourcentage drhexosamines encore présent dans les protoplastes

a pu être déterminé.

Dans les différentes préparations de protoplastes, ce pourcentage expri-
mant I'efficacité de la digestion enzymatique du peptidoglycane par le lysozyme,
variait entre 2 et 30 % du contenu dosé dans les muréinoplastes correspondants

chez P. fluorescens et A. haloplankti.s.

3.7. DOSAGE DES EXOPOLYSACCHARIDES

La quantité drexopolysaccharides présents chez KlebsieLla aerogenes K54
A3 et K54 A3 (0) a été estimée par un dosage des sucres neutres totaux. Les
dosages ont été effectués directement sur les suspensions bactériennes par la
méthode au phénol - sulfurique de DUBOIS et al. (1956) modif iée par MONTREUIL
et  SPIK (1963) .

Des volumes de 1 ml de suspension bactérienne et I ml drune solution
de phénol à 5 % ont été mélangés dans des tubes très propres. Puis 5 ml dracide
sulfurique concentré (Merck 731) ont été rapidement ajoutés à l taide d'une repi-
pette. Les tubes étaient ensuite agités pendant 15 sec, maintenus à 110"C pendant
5 min et conservés pendant 30 min à lrobscurité, à température ambiante.
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Tableau 5 : Détermination de la précision du

méthode d'Elson Morgan modif iée par

dosage des hexosamines par la

Montreui l  et  Spik (1963).

Equation de la droite

de régression

servant de référence

Coef ficient

de

corrélation

D

520

o
n m

ug de

glucosamine
M 6

y=0 ,005x -Or0272 0,9972

0 ,138

0 ,130

0,127

33,04

31,44

30,84

37,77 LrL4

y=0 ,0049x -0 ,0148 0,9998

0,143

o,I49

o,r52

32,20

33,43

34,04

33,22 0r94

y = 0,0052x -  Or0074 0,9957

0,154

0,160

0,t49

31 ,04

32,19

30,08

3  1 ,10 1,06

o
ôl
rO

o
d

Figure 20: Trois gammes étalon

en glucosamine dosées par la

méthode de Montreuil er Spik
( re63):

20 30

GLUCOSAMTNE ( pc

40 50

)
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Avant lecture au spectrophotomètre, les tubes ont été centrifugés à

25OO g pendant 10 min pour sédimenter les débris bactériens. L'absorbance de la

coloration jaune-orangée caractéristique a été mesurée à 492 mn (maximum

drabsorption pour les hexoses).

Les valeurs obtenues pour .Jes gammes de concentration en glucose trai-

tées dans les mêmes condit ions et préparées extemporanément ont été rapportées
(Figure 21) .

Les résultats ont été exprimés en pg dréquivalents de glucose par bacté-

rie. La précision de la méthode a été déterminée en dosant 3 fois une suspension

bactérienne. Cette détermination a été tr iplée avec des réactifs dif férents er

rapportée à 3 gammes étalon préparées simultanément (Tableau 6). La précision

était toujours inférieure à 7 %.

Une corrélation a été observée entre cette méthode et le dosage des

charges électronégatives à la périphérie cellulaire par le bleu alcyan (LEVVAL,

communication personnelle, 1982) ce qui tend à prouver qu'elle estutilisable pour

doser les sucres périphériques.

3.8. BLOCAGE DES GROUPEMENTS CARBOXYLES

Les groupements carboxyles de P. fluorescens ont été bloqués selon la

méthode décrite par DOYLE et al. (1981).

La réaction théorique de blocage des

figure 22. Elle est obtenue en présence de deux

thylaminopropyl carbodiimide et l 'éthanolamine à

carboxyles est résumée sur la

réact i fs  :  le  1  éthy l  -3 ,  3 'd imé-

pH acide.

paroi-COôH + RIN =

+

NHz - cnz - CH2OH

NH - CHz - CH2OH

+

R1HN-C-NHR2
t l
o

Figure 22 : Schéma général de la réaction de blocage des groupements carboxyles.

+
C = R 2
I
H

o
t l

p a r o i - C - O

o
l l

paroi - C -

- NHR2+2 ,
-  c:

\*t*,



c{
o
ç
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Figure 21: Tiois gammes

rique.

étalon en glucose dosées par la méthode au phénol sulfu-
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Tableau 6 : Détermination de la précision du dosage des exopolysaccharides

la méthode au phénol sulfurique de Dubois et al. (1956) modif iée
Montreui l  e t  Spik  (1963) .

par

par

Equation des droites

de régression

servant de référence

Coeff icient

de

corrélation

I=0 ,0086x+0 ,0057

Y=0 ,0091  x -0 ,007
0,749

0,749

0 ,15  3

I=0 ,0082  x+0 ,O029
0,734

o,146

o,743
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Les bactéries en phase stationnaire âgées de 24 h ont été lavées deux

fois par centrifugation à 2500 g et remises en suspension dans de lreau distillée

stéri le ( la moit ié du volume init ial).

Les culots de la troisième centrifugation ont été rassemblés et resuspen-

dus dans une solution de Ca Cl, Or2 M pH 4,8, de façon à obtenir une densité

bactérienne de ro10 à ro11 u.p.?...1-1 De ltéthanolamine 0,5 M et du 1 éthyl
- 3 , 3'diméthylaminopropyl carbodiimide 0,2 M ont été ajoutés à la suspension.

Le mélange a été agité, et le pH ajusté à 4,8. Lrerlen contenant la

suspension et les réactifs de blocage a ensuite été maintenu durant 6 h à 22"C

sous agitation.

Deux types de témoins ont été préparés : ( i)  les bactéries en suspension

sous agita-

blocage ont

ajusté à 7,

dans du Ca Cl, 0,2 M à pH 4,8 ont été maintenues durant 6 h à 22"C

tion, mais sans les réactifs de blocage, (ii) ou bien, les réactifs de

été ajoutés à la suspension bactérienne, mais le pH du mélange a été

limitant partiellement le développement de la réaction de blocage.

La réaction terminée, les bactéries ont été lavées deux fois par centrifu-

gation à 2500 g pendant 10 min et remises en suspension dans un même volume

drune solution saline stéri le (Na Cl 0,85 %).

Les suspensions de bactéries dont les carboxyles ont été bloqués et les

bactéries témoins ont ensuite été dialysées durant 12 h à 4"C contre la solution

saline stéri le (Na Ct 0,85 %).

3.9. NUMERATIONS BACTERIENNES

Les numérations bactériennes

de Pétri des bactéries revivifiables

incubation de 24 h. Pour les quatre

I'absorbance à 620 nm des suspensions

colonie ( U.p.C.) a été, déterminée.

ont été effectuées par comptage sur boîte

sur gélose (bio Mérieux 51381) après une

souches utilisées, une correspondance entre

bactériennes et le nombre drunités formant

3.10. PREPARATION DU MATERIEL

Dans toutes les expérimentations, la vaisselle ayant contenu du cadmium
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a été lavée dans un bain d'acide chlorhydrique technique à 5 %, et rincée trois

fois à I 'eau déminéral isée puis à I 'eau dist i l lée, de manière à désorber le cadmium

éventuellement fixé sur les parois.

Les expérimentations réalisées en conditions stériles ont été conduites

avec du matériel et des solutions autoclavées à 125"C pendant 20 min.

3.11.  DOSAGES DU CADMIUM

Le cadmium a été dosé par trois méthodes selon les expérimenrarions :
spectrophotométrie dtabsorption atomique sans f lamme, radioactivité et électrode

spécifique.

a) Le cadmium non accumulé par les bactéries a été dosé en dupli-

cat sur les surnageants, après élimination des bactéries par centrifugation, en
spectrophotométrie drabsorption atomique sans f lamme (PERKIN ELMER 305 B).
Les conditions expérimentales de ce dosage sont données dans le tableau 7.

b) Le cadmium radioactif  (109ca) accumulé par les bactéries a été
compté, après f i l trat ion Çes bactéries sur des f i l tres de porosité 0,45 p m (mil l i -

pore type HAWP). Les filtres ont été séchés, introduits dans des fioles de compra-

Ee, addit ionnés de 0,5 ml dracide formique pour permertre le comprage de la
radioactivité intracellulaire, et laissés pendant 10 min à température ambiante.
Ensuite 15 ml de liquide scintillant (BECKMAN HP/b Ready Solv) ont été ajoutés.
La radioactivité a été comptée dans un compreur à scintillation liquide (Lfg

1211 Minibeta). Chaque f iole a été comptée trois fois successives pendant 5 min.
Une correspondance entre ci et cpm a été établie de façon à exprimer les résul-
tats en pmoles de cadmium accumulé.

c) Le cadmium libre en solution, sous forme drions CdZ*, a été
mesuré dans des conditions de température et pH standardisées par un analyseur
d'ions (Orion Research lonalyser 901) équipé avec une électrode au cadmium
(orion Research 94 48). La force ionique des solutions ou suspensions contenant
du cadmium était ajustée à 2 % de Na NO3 5 M.

3.12.  DETERMINATION DE LI INCERTITUDE SUR LIACCUMULATIONDU lo9cRo-

MIUM

Les expérimentations visant à déterminer lraccumulation de 109Cd dans



- 70 -

Tableau 7 :  Condit ions expérimentales du dosage du cadmium par spectrophotomé-

tr ie dfabsorpt ion atomique sans f lamme ( l tabsorbance est mesurée à

229 nm).

Phase
température

"c
temps

(s)

montée en

température
(s)

gaz

stop

SECHAGE 150 30 2

MINERALISATION 350 25 7

ATOMISATION 1950 3 2 25s
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différentes conditions ont généralement été reconduites trois fois. Dans chacune

de ces expérimentations, le comptage de la radioactivité a été répété rrois fois

successives pendant 5 min, et a permis de déterminer une incertitude sur le

comptage lui-même.

Toutefois, nos conditions expérimentales ne permettaient pâS, pour des

raisons pratiques, de préciser systématiquement l t incert i tude sur les valeurs obte-

nues pour |accumulation du 109c4. Cette incertitude a été déterminée par une

expérimentation indépendante.

A part ir dtune culture bactérienne en phase exponentiel le, 3 x 1 ml ont

été prélevés et répart is dans 3 erlens A, B et C contenant une même quantité

de mil ieu nutri t i f  neuf et stéri le, comme pour les erlens préparés pour mesurer

la cinétique dfaccumulation du 109cd.

Le bruit de fond a été mesuré sur un aliquote de 0,5 ml pour chacun

des erlens puis le cadmium marqué a été ajouté à chaque erlen (8,9 pM, 50 ci/mo-

le).

Des mesures du lo9c"drium 
accumulé par les bactéries ont été réalisées

simultanément sur chacun des trois erlens de manière à déterminer la variat ion

intergroupe.

De la même manière, la radioactivité accumulée par les bactéries d,un

mème erlen a été comptée sur trois prélèvements simultanément de manière à

déterminer la variat ion intragroupe.

Chaque comptage de radioactivité a été répété 3 fois successives. Les

transforméeslogarithmiques des résultats bruts ont été porrfudans le tableau 8.

Le calcul de l ' incert i tude sur la détermination du 109Cd 
accumulé par

les bactéries a été basé sur un échantillonnage à 3 niveaux :

1er niveau

2ème niveau

3ème niveau

p = 1 erlen contenant la suspension bactérienne

Q = 1 prélèvement de 500 ul dans I 'erlen

r = 3 comptage de radioactivité

Il a été supposé comme hypothèse de départ que la variable suit une loi

Log normale, crest-à-dire y = LogrOX.
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Tableau 8 : Résultat du dosage de 
109Cd 

après transformarion logarithmique des

données brutes en cpm.

ERLEN

(échanti l lon)

(p)

PRELEVEMENT

(sous échantillon)

(q)

DOSAGE REPETITION (r)

I 2 3

A

B

c

A1

A2

A3

B1

B2

B3

c1

c2

c3

11770

1,204

1,009

11049

1 ,140

0,944

lr l l4

1,187

1 ,225

7,025

1,086

1,r27

L, tz t

r ,152

1,033

1,215

1 ,330

1,782

o,982

lrl l4

L ,140

1,009

11240

L,064

Lrr40

1 ,301

1,215
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La varian 
". 

o2l de la moyenne arithmétique t des logarithmes décimaux

de la radioactivité accumulée par les bactéries est donnée par la formule suivan-
te :

2.  2 .  2o rnter o lntra o comDtaqe2-
6 Y =

pq pqr

(d 'après SNEDECOR et COCHRAN, L957),

où o2 inter,  o2 inrr"  
" ,  

o2 
"ornpr"g" 

désignent les composantes de la var iance

analytique correspondant à chacun des trois niveaux dréchantillonnage.

L'est imation des composantes de var iance a été présentée dans le tableau

9. Auparavant,  l tégal i té des var iances a été vér i f iée par le test de Cochran.

COMPOSANTE DE

VARIANCE
VALEUR ESTIMEE

2
6

2o

2o

COMPTAGE

INTRA

INTER

0,0042 (r5,1 "Â)

0,0039 (14,1 ?6)

0,052 (17,1 %)

Tableau 9 : Estimation des composantes de variance.

La var iance o2ç 
"r ,  

calculée à part i r  des composantes de var iance et

donne la valeur o2j= o,o1o5

et o x = 012359 ce qui correspond à un coefficient de variation sur
X de 23,3 % donné par la table de la loi  Log-Normale.
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Le présent chapitre rapporte les résultats des expérimentations. Sept

parties principales peuvent en être dégagées et vont être présentées successive-

ment :

4.1. Cinétiques dfaccumulation du cadmium par P. f luorescens.
4.2. Spécif icité de I 'accumulation.

Effets du cadmium sur la croissance de P. fLuonescens en milieu liquide.

Recherche dtun transport acti f  du cadmium chez P. f luorescens.
Rôle des exopolysaccharides dans lraccumulation et la toxicité du cadmium

chez K. ae?ogenes K54 A3 et K54 A3 (0).

Rôle des enveloppes bactériennes dans ltaccumulation et la toxicité du cad-

mium chez P. fLuoreseens et A. haloplanktis.

Rôle des groupements fonctionnels carboxyliques dans Itaccumulation et la

toxicité du cadmium chez P. fLuorescens.

4.1. CINETIQUES D'ACCUMULATION DU CADMIUM pAR p. FrûoRE^scEly.9

Lraccumulation du cadmium par P. f luoreseens a tout dtabord été étu-

diée sous son aspect cinétique. Des cinétiques draccumulation du cadmium (solu-

tions à 17 rB uM) ont été réalisées avec 3 suspensions de densités bactériennes

différentes.

Le protocole suivant a été réalisé.

Une population bactérienne en fin de phase exponentielle de croissance a

bouillon nutritif peptoné (bioété uti l isée et préparée comme suit :  10 ml de

Mérieux 51101) ont été ensemencés à part ir drun

24 h, puis incubés à 30oC pendanr 8-10 heures.

tube de gélose incliné âeé de

Le contenu de ce tube était ensuite introduit aseptiquement dans un

erlenmeyer contenant 500 ml de mil ieu neuf et stéri le.

Après 14 heures de culture à 30oC sous agitat ion, les bactéries en f in

de phase exponentielle de croissance étaient récupérées par centrifugation à
25oo g pendant 10 min, lavées deux fois dans du tampon uis 0,r M - Na cl
0,1 M stérile pH 713 (â Ou volume initial), formanr ainsi une suspension bactérien-
ne contenant 108 à 109 bactéries .r l-1.
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Pour étudier lr inf luence de la densité bactérienne sur la cinétique dfaccu-

mulation du cadmium chez P. fluorescens, Ies trois populations bactériennes ne

différant entre el les que par leur densité cel lulaire : 1,5 x 106,1,5 x lO7 et 1,5

x 108 U.F.C. ..1-1 ont été préparées par di lut ion dans du rampon tr is-Na Cl à

partir de cette zuspension.

Dans des tubes de plastique (Labo Express Service 1230) de 10 ml des

aliquotes de suspensions bactériennes (1,5 ml) ont été addit ionnés à 1,5 ml drune

solution de chlorure de cadmium, préparée dans de I 'eau dist i l lée, de façon à
produire une concentration f inale en cadmium dans les tubes de 17,8 pm.

Après agitation, ces suspensions bactériennes ont été réparties en tripli-

cats dans des tubes séparés (g ml/tube) puis incubés immédiatement à 30oC,
avec agitation.

Après respectivement 5 min, 15 min, 30 min, t h, Z h, 3 h, 4 h et 5 h
de temps de contact avec le métal, 3 tubes ont été prélevés et centri fugés à
2500 g pendant 5 min pour sédimenter les bactéries.

Le cadmium resté en solution a été dosé deux fois sur les surnageants
par spectrophotométrie dtabsorption atomique.

La fixation du cadmium sur les parois des tubes de plastique pendant la
durée de I 'expérimentation a été préalablement mesurée et estimée comme une
quantité négligeable car toujours inférieure à 6 x 19-4 ug de cadmium par tube.

Le cadmium accumulé par les bactéries a été calculé par différence
entre le cadmium ajouté, dosé sur des tubes sans bactéries, et le cadmium dosé
sur les surnageants après élimination des bactéries. Des tubes sans cadmium ont
été uti l isés pour vérif ier par numération sur gélose en début er en f in de cinétique
lrabsence de croissance bactérienne pendant la durée de lrexpérience.

Les résultats bruts et les pourcentages de fixation du cadmium obtenus
sont reportés en annexe 1. Les cinétiques obtenues sont représentées sur la figure
23 -

Les trois courbes correspondant aux trois densités bactériennes onr une
allure identique montrant une accumulation du métal par les bactéries maximales
après 15 minutes de contact. Par contre, au-delà de 15 minutes de contact, la
quantité de métal retenue par les bactéries ntévolue pratiquement plus.
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Figure 23 : Cinétiques draccurnulation du cadmium par P. fluoreseens pour trois

densités bactériennes différentes.
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La comparaison des trois cinétiques montre que lraccumulation du cad-

mium augmente avec la densité bactérienne et les valeurs obtenues pour la fixation

du cadmium par les bactéries en fin de cinétique ont été utilisées pour tracer un

isotherme dradsorption de type Freundlich (Figure 24).

L'obtention d'une relation l inéaire entre le métal f ixé par les cel lules

et le métal restant en solution prouve que Itadsorption est un des mécanismes

dtaccumulation du métal chez P. fluorescens.
Dans ces conditions, la quantité maximale de cadmium fixé est approxi-

mativement 1,5 ug pour 108 U.F.C. ce qui correspond à 25rB % du cadmium ajouté

fixé par les bactéries.

Nous avons voulu déterminer si lraccumulation du cadmium par P.fluo?es-

cens était, comme la plupart des phénomènes d'adsorption, un processus non spéci-

fique.

4.2. SPECIFICITE DE LIACCUMULATION OU lO9Cd 
CHEZ P. FLUONTSCENS

Afin de déterminer si l faccumulation du cadmium était due à un méca-

nisme spécifique aux ions cadmium ou si la pénétration de ce métal dépendait de

lraccumulation drautres ions, des effets compétit i fs du calcium, du magnésium,

du zinc et du manganèse sur laccumulation du cadmium ont été recherchés.

Les concentrations en cations divalents ajoutês ont été choisies à priori

deux fois supérieures à la concentration en cadmium uti l isée, crest-à-dire 8,9uM

x2 .

Lraccumulation d" 109cd par P. fLuoreseens a été mesurée en fonction
du temps en présence de cations divalents (Ca, Mg, Zn et Mn) ajoutés au milieu.
145 u l  drune so lut ion de cadmium 6t+,  M,  50 c i /mole)  e t  1OO ul  d 'une so lut ion
de cations divalents 1,78 mM préparée dans lreau distillée ont été préalablement

mélangés puis ajoutés à une suspension bactérienne en phase exponentielle dans
du bouil lon nutri t i f  peptoné neuf (volume f inal 10 ml). Dans les erlens rémoins,
les 100 ul de cations divalents en solution ont été remplacés par 100 rrl dteau
dist i l lée.

Des al iquots de 0,5 ml ont été prélevés L, 4, 7, 10, 13, 16 et 19 min
après Itaddition des métaux. Ces prélèvements de suspensions bactériennes ont
été f i l trés sur des membranes f i l trantes en cellulose (Uil l ipore type HAWP, poro-
sité: O,45 um) préalablement humidif iées avec de lreau dist i l lée. Les f i l tres onr
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ensuite été lavés avec 10 ml dreau distillée et la radioactivité retenue mesurée

en scintillation liquide.

Le bruit de fond a êté déterminé en mesurant ltactivité des suspensions

bactériennes avant ltaddition du cadmium marqué. De plus, la rétention du cad-

mium marqué sur les f i l tres a été évaluée au préalable en f i l trant 0,5 ml drune

solution de cadmium marqué 8r9 tr Mr 50 ci/mole. Le cadmium retenu sur les

filtres variait entre 0,1 et 0104 % de la radioactivité totale déposée.

La radioactivité perdue durant la filtration a été estimée par comparaison

entre la radioactivité totale contenue dans le prélèvement de suspensions bacté-

riennes (0,5 ml) comptée directement, et la somme des radioactivités comptées

après f i l trat ion et lavage sur le f i l tre et dans le f i l trat drun prélèvemenr identi-

que. Ainsi, il a été montré que la radioactivité perdue était toujours inférieure à

10 %.

Le contenu en Ca, Mg, Zn et Mn du bouillon nutritif peptoné a été ana-

lysé par spectrophotométrie drabsorption atomique en flamme par le Laboratoire

Départemental d'Hygiène de METZ.

Cette analyse révèle que le milieu utilisé contient déjà une forte concen-

tration en Ca et Mg. Ainsi, seule lraddition de zinc et de manganèse augmente

considérablement la concentration de ces éléments dans le mil ieu drun facteur

9J ut 94,7 respectivement (Tableau 1O).

Les résultats reportés dans les f igures 25 et 26 montrent que lraccumula-

t ion du 109Cd 
est diminuée drun facteur 1,2 et lr4 par le calcium et le magné-

sium respectivement selon le rapport, après intégration, des surfaces délimitées

par les cinétiques. Ces valeurs ne sont pas suffisantes pour conclure à un effet

de ces ions sur lraccumulation de cadmium, étant donné lr incert i tude sur les

mesures de 23 % estimées indépendamment (chapitre 3.12. page73).

Ltintroduction de zinc dans le mil ieu nutri t i f  ne modif ie pas ltaccumula-

tion du cadmium pat P. fluoreseens (Figure 27) alors que les ions M.,2* produi-

sent une inhibit ion de |accumulation de ce même métal drun facteut 2r4 (f igu-

re 28).

Aussi, la fixation bactérienne du cadmium nrest pas un processus spécifi-
que des ions cadmium puisqutelle peut être diminuée en présence de manganèse.

Ltétude de plusieurs doses est toutefois nécessaire pour conclure quant à lteffet
du calcium et du magnésium.
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Tableau 10 : Concentrations en cations divalents utilisées dans les expériences de

compéti t ion avec Ie cadmium.

METAL

CONCENTRATIONS

DANS LE MILIEU

NUTRITIF (uM)

CONCENTRATIONS

APRES ADDITION

DU METAL (uM)

FACTEUR

D IAUGMENTATION

Ca 70.5 88 r.2

M g 36 54 1 .5

Zn 2-3 20 8.7

Mn 0 .19 18 94.7



- 81  -

o,21

-+ tgUOIX
- - - o  C a

1 4 7 1 0 1 3 1 6 1 9

TEMPS (mro

Figure 25 : Accumulation d" 109cd par P. fluorescens en absence (témoin) et

en présence de Ca (t7,8 uM) ajouté dans le mil ieu.
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Mème si I tadsorption non spécif ique est un des mécanismes draccumula-

tion du cadmium, il est vraisemblable que la totalité du métal ne reste pas à la

périphérie de la bactérie mais qu'une partie du métal parvient au niveau cellulai-

re où il est susceptible droccasionner des perturbations.

Dans ce sens, nous avons cherché à évaluer les effets toxiques du cad-

mium sur la croissance de P. fluoneseens.

4.3. EFFETS DU CADMIUM SUR LA CROISSANCE DE P. FLUONSSCENS EN MILIEU

La croissance de P. fluoreseens en milieu liquide a été mesurée dans

un biophotomètre à six cuves, à 30"C sous agitation pendant 48 h.

Six concentrations différentes en cadmium 0 ; 8r9 ; 2617 ; 4414 ; 71,2 et
89 uM ont été uti l isées pour déterminer une concentration inhibitr ice à 50 % (Cl

s0).

LIQUIDE

Les effets du cadmium

par comparaison des courbes de

en cadmium allant de 8,9 à 89

Du bouillon nutritif peptoné dilué au l/2

Itenregistrement complet des courbes de croissance

tique en fonction du temps) lrappareil ne traçant

fixe comprise entre 0 et 1 en densité oprique.

Comme lt indique la f igure 29, la phase

concentration en métal, cependant que le taux de

biomasse en phase stationnaire sont diminués.

sur la croissance bactérienne ont été déterminés

croissance obtenues en présence de concentrations

uM.

a

de

les

été employé pour permetrre

P. fluonescens (densité op-

courbes que sur une échelle

de latence augmente avec la

croissance et la production de

Les concentrations inhibitr ices à 50 % (C.I.SO) ont été déterminées

chacun des trois paramètres de la croissance affectés par le cadmium. Dans
trois cas, les C.I.50 obtenues pour les paramètres de la croissance étudiés

comprises entre 27 et 31 uM.

pour

ces

sont

La mesure drune toxicité pour la croissance bactérienne en présence de
cadmium suggère la localisation du métal au niveau intracellulaire ou, rout au
moins, au niveau membranaire. Il existe donc vraisemblablement un mécanisme
permettant au cadmium de traverser la membrane plasmique et nous avons cherché
à savoir si ce mécanisme était énergie-dépendant.
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4.4. RECHERCHE D 'UN TRANSPORT ACTIF POUR LE CADMIUM CHEZ P. ff ,UO-

RESCENS

Ltef fet d' inhibiteurs métaboliques, de la température, er des éléments

nutritifs a été considéré af in de mettre en évidence ltéventuelle dépendance

énergétique de lraccumulation du cadmium par P. f luoreseens.

Des bactéries en phase exponentielle de croissance ont été obtenues

après 3 subcultures successives en milieu liquide, dont la première était ensemen-

cée à partir d'un tube de gélose incliné âgé de 24 h, incubées à 30oC pendant

respectivement 2 x 24 h et 5 h.

La culture obtenue avait toujours

entre 0r2 et 0r3.

A part ir de cette culture, deux

introduits dans deux erlenmeyers de 25 ml

t i f  neuf, stéri le.

a) Effet de la température

une densité optique à 620 nm comprise

Lteffet  de la température sur laccumulat ion de cadmium 109 par P-f luo-

Tescens a été étudié en mesurant la radioact iv i té accumulée par les bactér ies à

30oC et à 4oC. Les suspensions bactériennes ont été équilibrées dans un bain-marie

thermostaté à 30oC ou dans un bain glacé avec agitation pendant 5 min avant

I 'addit ion de cadmium radioact i f .

La solut ion de cadmium marqué a été préparée à part i r  drune solut ion

stock à 100 uci .ml- l ,  obtenue en complétant à 5 ml avec de lreau dist i l lée du
l n o  I' " 'Cd 500 u c i ,  A.S.5c i .g- ' ,  dans HCI O,5 N,  NEZ O58 fourn i  par  NEN France,

et di luée avec du cadmium froid de façon à obtenir dans lrerlen une activité
spécif ique de 50 ci/mole et une concentration f inale en cadmium de 8,9 pM.

Des fractions de 0,5 ml ont été prélevées dans chacun des deux erlens
por tés  à  4oc  e t  à  30oc , l r  41  7 ,10 ,  13 ,  16  e r  19  m in  ap rès  I ' add i t i on  de  cadmium
marqué. Ces prélèvements ont été f i l trés sur f i l tres (Vti l l ipore HAWP, porosité
0,45 um), r incés par 10 ml d'une solution de cadmium froid (9,9 u NI) et traités
comme décr i t  précédemmenr (Chapi t re  3.11. ) .

Les cinétiques de fixation obtenues à 4 et à 30oC (Figure 30) montrent
que I 'effet de la température est peu reproductible. Après avoir vérif ié l 'égali té

aliquotes de 1 ml ont été prélevés,

et di lués au 1/10 dans du mil ieu nurri-
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des variances sur 3 expérimentations par Ie test de Hartley, une analyse de

variance a été réalisée à partir des résultats bruts donnés en annexe 2.

Ce traitement statist ique montre (Tableau 11) quri l  nrexiste pas de

différence signif icative draccumulation du cadmium à 4oC ou à 30"C, ni drai l leurs

en fonction du temps sur une durée de 20 min.

Le manque de reproductibilité auquel nous sommes confrontés est certai-

nement dû à lrimpossibilité de produire des suspensions bactériennes parfaitement

standardisées ainsi quraux ef fets multiples de la température. Il est en ef fet

parfaitement démontré que la température inf luence non seulement Itactivité

métabolique et la composit ion chimique, mais aussi la f luidité membranaire. En

outre, une préincubation de 10 min est peut-être insuffisante pour provoquer chez

les bactéries des modif ications nettes d'activité métabolique.

b) Influence des inhibiteurs métaboliques

Deux types drinhibiteurs métaboliques ont été utilisés : le dinitrophénol

(ONp) qui est un découplant de la phosphorylation oxydative, supprimant le gra-

dient de protons transmembranaire, et le dicyclohexyl carbodiimide (DCCD) qui

est un inhibiteur de ltactivité ATPasique.

Deux erlens identiques contenant une suspension bactérienne en phase

exponentielle de croissance dans du bouillon nutritif peptoné neuf ont été préparés

comme cela a été décrit  dans le paragraphe a) de ce chapitre concernant l teffet

de la température. Dix minutes avant Itaddit ion de cadmium marqué, 0,1 ml

drune solution de dinitrophénol (DNP) 100 mM dans ltéthanol onr été ajoutés

dans ltun des erlens de façon à obtenir une concentration finale en DNP de

1 mM. Dans le second erlen un même volume dréthanol a été ajouté.

Les deux erlens ont ensuite été agités dans un bain-marie thermostaté à

30oC pendant 10 min. Après cette incubation, du cadmium marqué était introduit

dans chacun des deux erlens, de façon à obtenir 50 ci/mole et 8,9 gM en cadmium.

Des prélèvements de 0,5 ml ont été effectués dans chacun des erlens,

avec ou sans inhibiteur 1, 4, 7, 10, 13, 16 et 19 min après I 'addit ion du cadmium

marqué. Ces prélèvements ont ensuite été f i l trés sur membranes f i l trantes drune

porosité de 0r45 Brnr puis rincés avec 10 ml drune solution de cadmium froid
(4,9 ul\4). Les f i l tres ont ensuite été traités pour comptage de la radioactivité en

scinti l lat ion l iquide comme décrit  précédemment dans le chapitre 3.11.
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Tableau 11 :  Résultats d'analyse de var iance, réal isée à part i r  d9t

nues pour lraccumulation du cadmium (u moles/t06

P. f luorescens à 30oC et à 4oC (valeurs portées en

valeurs obte-

bactér ies) par

annexe 2).

Source

de variance

Somme des

carrés

degrés de

liberté

carré

moyen F calculé P

Temps 0,246 6 0,041 0,634 0 r 5

Température 0,038 1 0,038 0,593 >  0 r 5

Temps-Température 0,071 6 0,012 0,182 > 0,975

Résiduelle lr8l2 28 0,065

Totale 2,L68 4 1
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Deux erlens ont été préparés en parallèle contenant la suspension

bactérienne dans du milieu nutritif en présence et en absence de DNP comme les

erlens précédents. Mais du cadmium froid a été ajouté au lieu du cadmium marqué

de façon à obtenir dans chacun des erlens une concentration en cadmium de

8,9 uM.

Sur le contenu de ces erlens des numérations bactériennes sur gélose

(bio Mérieux 51381) ont été effectuées au début et à la f in de l 'étude de f ixation

du métal par P. fluoreseezs avec et sans DNP.

Une deuxième série d'expérimentations a été réalisée avec du dicyclohe-

xyl carbodiimide (DCCD), dissout dans du méthanol, employé comme inhibiteur

métabolique à une concentration finale de 100 pm.

Les effets de |éthanol et du méthanol zur la croissance bactérienne ont

été étudiés séparément en mesurant lrévolution de la croissance par la densité

optique à 620 nm après addition d'éthanol ou de méthanol (t %) à des cukures

de P. fLuorescens en phase exponentielle. Ces essais nront pas permis de mettre

en évidence de différences significatives entre les courbes de croissance obtenues

avec et sans solvant, et mesurées pendant 90 min après ltaddition du solvant.

Nos résultats montrent que I 'accumulation de cadmium radioactif  par les

bactéries en présence de DNP (t mM) et de DCCD (100 uM) ajouté dans le

mil ieu nutri t i f  est fortement réduite.

En effet, la radioactivité retenue sur les f i l tres, calculée par intégration

des graphes, diminue de 50 à 80 % en présence de DNP (Figure 31) et la diminu-

tion est de 40 à 70 % lorsque du DCCD est ajouté à la suspension bactérienne

(Figure 32) .

Les résultats bruts correspondant à 3 expérimentations conduites avec le

DNP et le DCCD sont reportés en annexes 3 et 4. Une analyse de variance effec-

tuée sur ces résultats, montre que la diminution de Itaccumulation du cadmium

observée en présence d'inhibiteurs métaboliques est significative (Tableaux 12 et

13). Par contre, l tévolution de Itaccumulation en fonction du temps nrest pas

signif icative. L'égali té des variances a été vérif iée au préalable par le rest de

Hartley.

Avant de conclure à un transport actif

nous avons voulu vérifier si la présence de DNP

cadmium chez P. fluorescens,
de DCCD diminuait par comple-

du

ou
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Figure 31 : Cinétiques dtaccumulation du lo9"rdmium par P. f luorescens en absen-

ce (témoin) et en présence de DNP (1 mM). ( l-a moyenne de 3 expé-
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Figure 32 : Cinétiques draccumulation du 109cd par P. f\uoreseens en absence (té-

moin) et en présence de DCCD (100 u M). (l-a moyenne de 3 expéri-

mentations et les demi écarts-types correspondants ont été représen-

tés).
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Tableau 12 : Résultats d'analyse de

pour l faccumulation de

seens en présence et

annexe 3).
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variance, réalisée à partir des valeurs obtenues

cadmium (umoles/106 bactéries) par P.fLuore-

en absence de DNP I mM (valeurs portées en

de variance, réalisée à partir des valeurs obtenues

du cadmium (pmoles/tO6 bactéries) par p.fLuote.

et en absence de DCCD 100 u M (valeurs portées

Tableau 13 : Résultats d'analyse

pour l raccumulat ion

seens en présence

en annexe 4).

Source de

variance

Somme des

carrés

degrés dr

l iberté

carré

moyen F calculé P

Temps 0,047 6 0,008 r,7oo o,157

DNP 0,290 1 0,290 62,987 < 0,001

Temps - DNP 0,016 6 0,003 0,590 >  0 r 5

Résiduelle 0,729 28 0,005

Totale 0,482 4 l

Source de

variance

Somme des

carrés

degrés de

l iberté

carré

moyen F calculé P

Temps 0,036 6 0,006 2,224 0,070

DCCD 0,095 I 0,095 34,798 < 0,001

Temps - DCCD 0,048 6 0,009 2,962 o,022

Résiduelle 0,076 28 0,003

Totale 0,256 47
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xation la quantité de cadmium en solution disponible pour les bactéries. En effet,

comme le zuggère It isotherme de Freundlich, précédemment tracé, pour lraccumu-

lation du cadmium par P. fLuorescens, une étroite dépendance existe entre le

cadmium accumulé par les bactéries et le métal restant en solution.

c) Complexation du cadmium par les inhibiteurs métaboliques

La capacité du DNP et du DCCD à complexer les ions Cd2+ a été esti-

mée par comparaison des concentrations en Cd2+ libres mesurées par un analyseur
équipé avec une électrode spécifique des ions cadmium, en présence et en absence

d'inhibiteurs.

Ainsi, plusieurs solutions de cadmium (8,9 uM ; 89 uM ; 0,99 mM ;
8,9 mM) préparées dans du bouillon nutritif peptoné, en présence ou en absence
de DNP ou DCCD, ont été analysées pour leur contenu en ions cd2+libres. Les

concentrations en DNP et DCCD ajoutées étaient respectivement 1 mM et
100 uM. Les solutions à doser ont été préparées en tr ipl icat- La méthode et le
matériel ut i l isés ont été décrits dans le chapitre 3.9.

Trois expérimentations ont été menées avec chacun des inhibiteurs (Fi-

gure 33). La comparaison des gammes de concentration en cadmium mesurées en
absence ou en présence dtinhibiteurs montre une diminution du signal enregistré
par le ionomètre lorsque le DNP et le DccD sont ajoutés dans le milieu.

Le traitement statistique des résultats bruts donnés en annexe 5 montre
quril existe une différence significative entre les concentrations en Cdz* libres
mesurées en présence et en absence d'inhibiteurs métaboliques.

A t i tre dtexemple, les résultats dranalyse de variance comparant la
complexation du cadmium avec ou sans DCCD sont figurés dans le tableau 14.
L'égali té des variances a été vérif iée au préalable par le rest de Hartley.

Ainsi, nos résultats permettent drestimer qurapproximativement 60 % du
métal drune solution 8,9 uM en cadmium sont complexés par du DNp (t mM) ou
du DCCD (roo utr,t). Ce pourcentage a été déterminé par exrrapolation de la con-
centration en cadmium en présence drinhibiteur à 180 mV, valeur correspondant
à 8,9 uM en cadmium pour le témoin.

Par conséquent, cette observation interdit de conclure à lrexistence drun
transport actif pour le cadmium à la seule vue des résultats obtenus en présence
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Figure 33 : Dosage des ions Cdz+ dans du milieu peptoné en absence (témoin)

et en présence de DNP (t mttt) ou de DCCD (100 uM) a I 'aide dlun

ionomètre équipé drune électrode spécif ique.
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Tableau 14 : Résultats dtanalyse de variance, réalisée à partir des valeurs obtenues

pour la complexation du cadmium par le DCCD (valeurs portées en

annexe 5).

Source de

variance

Somme des

carrés

degrés de

l iberté

carré

moyen F calculé P

Concentration 33 651 3 1 l 2r7 | 409 < 0,001

DCCD 436 1 436 54

Concentrat ion-DCCD 26 ,31 3 8,77 r ,L02 0,379

Résiduelle r27 T6 7 1 9

Totale 34 242 23
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drinhibiteurs métaboliques. En ef fet, I ' inhibit ion de lraccumulation du cadmium

par les bactéries en présence de DNP ou de DCCD est du même ordre de grandeur

que la complexation du métal par ces deux inhibiteurs.

d) Détermination de lr inf luence des éléments nutri t i fs sur laccumulation du

cadmium par les bactéries

Afin d'él iminer le biais l ié à I 'emploi d' inhibiteurs métaboliques comple-

xant le métal, des cinétiques draccumulation du cadmium marqué ont été mesurées

comparativement dans du mil ieu nutri t i f  et dans une solution saline (Na Cl 0,85%).

Une culture bactérienne en phase exponentielle était centrifugée à 2500 g

pendant 15 min à température ambiante. La moit ié des bactéries a été resuspen-

due dans du bouil lon nutri t i f  peptoné stéri le, et lrautre moit ié dans une solution

saline stéri le (Na Ct 0,85 %).

A part ir d'une solution mixte LLzcd - to9ad, du cadmium froid a été

ajouté aux 2 zuspensions de manière à obtenir dans chacune drelles une concentra-

t ion de 8,9 uM en ions Cd2+ l ibres. Des al iquotes de 0,5 ml ont ensuire été pré-

levés à intervalles réguliers et traités comme mentionné précédemment. Les

résultats obtenus, présentés sur la f igure 34, montrent une évolution paral lèle

des deux types dtessais.

De plus, du fait des incertitudes liées aux mesures (Zl %) et au recou-

vrement des courbes, les cinétiques dtaccumulation obtenues en présence ou en

absence dtéléments nutri t i fs peuvent être considérées comme identiques.

Au terme de ces trois types dressais (effet de la température, des inhi-

biteurs métaboliques, et des éléments nutri t i fs), i l  ne nous est pas possible de

mettre en évidence un mécanisme de transport acti f  du cadmium chez P. f luones-
cens. Par contre, Iadsorption non spécif ique du cadmium à la périphérie cel lu-

laire semble être lrune des composantes importantes de lraccumulation du métal.

Les structures bactériennes périphériques sont susceptibles drintervenir

dans la fixation du cadmium en tant que structures accumulatrices de métal,

mais elles sont aussi peut-être susceptibles de protéger la cellule bactérienne vis

à vis de la toxicité des métaux.

Pour cette raison, nous avons étudié le double rôle (accumulation et

protection) des 'renveloppesrr bactériennes successivement pour les exopolysacchari-

des, la membrane externe et le peptidoglycane.
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Figure 34 : Inf luence des éléments nutri t i fs sur l faccumulation du 109Cd par

P. fluoreseens.
Un seul essai a été réalisé.

Les mesures ont été répétées trois fois.
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4.5. ROLE DES EXOPOLYSACCHARIDES DANS L'ACCUMULATION ET LA TOXI-

CITE DU CADMIUM CHEZ K. AEROGENES K54 A3 ET K54 A3 (O)

La fixation du cadmium au niveau des exopolysaccharides a été estimée

triar comparaison de I'accumulation du métal chez K. ae"ogenes K54 A3 et K54 A3

(0), respectivement fort et faible producteur d'exopolysaccharides.

Lraccumulation a été déterminée sur des suspensions drune même quantité

de cellules de ces deux souches dans du tampon phosphate stérile pH 7 et mis

en contact avec des solutions de chlorure de cadmium préparées dans de lteau

distillée de manière à obtenir des concentrations finales en cadmium 0,1 ; 1 et

10 mg/l (respectivement 0,89, 8,9 et 89 um).

Les erlens renfermant les bactéries et le métal ont été placés sur un

agitateur rotatif réglé sur 100 rpm pendant I heure à 4oC. Trois aliquotes de

3 ml pour chaque concentration en métal ont ensuite été prélevés et centrifugés

à 25OO g pendant 10 min pour éliminer les bactéries.

La concentration en cadmium dans les surnageants a été déterminée

deux fois par spectrophotométrie drabsorption atomique. Les résultats de deux

expérimentations sont présentés dans le tableau 15. Pour de faibles concentrations

en cadmium : 0,1 et 1 mg/I, la souche sauvage K54 A3, productrice drune capsu-

le, accumule 2 à I fois plus de métal que la souche mutante K54 A3 (0). Par

contre, pour une concentration en cadmium ajouté de 10 mg/l la tendance semble

inversée, puisque la souche mutante faible productrice drexopolysaccharides fixe 2

à 3 fois plus de métal que la souche sauvage.

Ces résultats ont été exprimés sous forme drisothermes de Freundlich

(Rigure 35). Les graphes obtenus montrent que la fixation du cadmium par K.aero-

genes K54 A3 peut être décrite par un processus dtadsorption. La saturation des

sites dtadsorption du cadmium nrest pas observée pour des concentrations en

cadmium ajouté allant jusque 10 mg/l (Sg utvl).

Au contraire, les résultats obtenus avec la souche mutante K54 A3 (0)

ntont pas permis drobtenir une relation I inéaire entre le cadmium fixé par les

bactéries et le métal restant en solution. En drautres termes, Itadsorption du

cadmium par la souche mutante nra pu être observée dans le domaine de concen-

tration étudié.

L'influence des exopolysaccharides sur la sensibilité de la croissance

bactérienne au cadmium a été estimée à partir des deux souches K54 A3 er K54

A3 (0). Deux séries d'expérimentations ont été réalisées selon que les bactéries
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Tableau 15 : Fixation du cadmium par K. aerogenes K54 A3 et K54 A3 (0). (Les
A

valeurs sont exprimées en F g .10-" bactéries). Les écarts-types sur

3 déterminations sont donnés entre parenthèses.

Expérience

n o

Souche

bactérienne

Eq. glucose

vl/to7 b^"t

Concentration en cadmium
ajouté (me/l)

0,10 1r0 10

K54 A3 (o) 11 ,5 8,8
(0,9)

25 rB
(0 ,1 )

837,6
(go,z)

K54  A3 loorT 2419
( 0 , 1 )

3914
(o,e;

446,2
(18 ,6 )

Ks4 A3 (0) 1413 ll12
(0,01)

11 ,8
(0,3 )

103 5,5
(29,6)

K54  A3 91 ,0 1919
(0,2)

85 ,8
(0,2)

276,1
(42,9)
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Figure 35 : Isothermes dradsorption du cadmium par K. aenogenes K54 A3 et K54

A3 (o) .
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étaient cultivées dans du bouillon nutritif peptoné dilué ou dans le surnageant du

milieu saccharose - Ca CO, décrit par BITTON et al. (1976)-

Les productions d'exopolysaccharides dans les deux types de milieu nutri-

tif sont reportées pour les deux souches dans le tableau 16.

La croissance des deux souches en présence de cadmium a été mesurée

pendant 48 heures. Trois concentrations en cadmium comprises entre 0 et 4415 pM

ont été choisies pour étudier simultanément I ' inhibit ion de la croissance chez

K. aerogenes K54 A3 et K54 A3 (O) a 37"C.

Pour permettre I 'enregistrement complet des courbes de croissance, la

croissance des deux souches de K. aerogenes a été mesurée dans du bouillon nu-

tritif peptoné dilué au UZ et dans le surnageant du milieu liquide, décrit par

BITTON et al. (1976) ; ce mil ieu formanr un précipité de carbonate de calcium.

Dans nos conditions expérimentales, la souche sauvage K54 A3 produit

1,4 à 1,8 fois plus d'exopolysaccharides que la souche mutante. La différence

apparente de production drexopolysaccharides entre les deux types de milieu

nutri t i f  ut i l isés provient du fait que la culture, dans le cas du mil ieu CaCO,

saccharose, est réalisée uniquement sur le surnageant du milieu pour ne pas être

gênée par les précipités de CaCOr.

Les mesures réalisées (Tableau

des deux souches est plus faible dans

révèlent que la sensibilité au cadmium

bouil lon nutri t i f  peptoné que dans le

17)

le

surnageant du mil ieu saccharose - CaCO3, ce qui pourrait s'expliquer par la plus

forte production de sucres dans le milieu peptoné observée au tableau 13.

En effet, la croissance de la souche sauvage nrest pas modif iée en pré-

sence de cadmium ajouté à la concentration de 7718 uM dans le milieu peptoné

alors qutel le lest en mil ieu saccharose CaCOr.

Cependant, quel que soit le mil ieu nutri t i f  ut i l isé, les trois paramètres

habituellement mesurés (retard de la phase exponentiel le, diminution du raux de
croissance, diminution de la biomasse produite en 48 h) sont affectés drune maniè-
re plus importante pour la souche mutante faible productrice drexopolysaccharides

que pour la souche sauvage.

Par exemple, en présence de cadmium !7rB uM ajouté dans le mil ieu
saccharose - CaCO3, le taux de croissance de la souche sauvage (initialement de
0,75 h-1) est diminué de 31,1 % alors que celui de la souche mutanre ( init ialement

de 0,79 h-1) est diminué de 47,4 %. De la mème manière, la phase de latence
initialement de 1,5 h chez les deux souches est allongée de 8,5 h chez le murant
contre 4,5 h chez le sauvage en présence de 17,8 uM de cadmium.
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Tableau 16 : Production drexopolysaccharides en milieu liquide chez K. aerogenes

K54 A3 et  K54 A3 (0) .

Souches

bactériennes
Mil ieu nutri t i f

Exopolysaccharides
_ 1

pg eq.glucose.10-'

bact.

K54  A3

bouillon nutritif
peptoné

5 ,23

milieu saccharose
Ca CO,

1r00

K54 A3 (0)

bouil lon nutri t i f
peptoné

2r84

milieu saccharose
Ca CO,

or73
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Tableau 17 : Effets du cadmium sur la phase de latence,

et la production de biomasse de K. aenogenes

en milieu peptoné et en milieu Saccharose-Ca

le taux de croissance,

K54 A3 et  K54 A3 (0)

coE'

Cadmium ajouté
(uM)

SOUCHE SOUCHE
Ks4  A3  Ks4  A3  (0 )

17,8 4415 17,8 44,5

ro
Éo
I

c)

o

Retard de phase
exponentiel le (h) 0 0 1 1 r 5

Diminution du taux
de croissance (%) 0 7,4 60,5 65,4

îo

(Ë
U

I
o
v)

ô
o
(g(n

o

Retard de phase
exponentielle (h) 4r5  33 ,5  9 ,5  35 ,5

:f {.

Diminution du taux
de croissance (%) 31,1 62,2 47,4 66,7

Diminution de
biomasse (%)
produite en 48

la

h

I4,3 31,4 30 62,9

* Les taux de croissance des témoins sans cadmium étaient de
respect ivement pour les souches K54 A3 et K54 A3 (0).

**Les taux de croissance des témoins sans cadmium étaient
0,79 h-L respectivement pour les souches K54 A3 et K54 A3

1,45 et  1 ,62 h- l

de 0,75 h- l  e t
(0) .
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Lorsque la concentration en cadmium ajouté est de 44,5 M, la différence

de sensibi l i té entre les deux souches srestompe comme si le f i l tre formé par les

polysaccharides était saturé ; ce Qui, par ailleurs, s'accorderait bien avec les

résultats obtenus sur la figure 35 où les isothermes dtadsorption se croisent pour

les fortes concentrations en cadmium.

Les exopolysaccharides constituent un exemple draccumulation non toxi-

que du cadmium ; en est- i l  de même pour les structures pariétales : membrane

externe et peptidoglycane ?

4.6. ROLE DES ENVELOPPES BACTERIENNES DANS LIACCUMULATION ET LA

TOXICITE DU CADMIUM CHEZ P. FLUORESCENS ET ,4. HALOPLANKTIS

Des cel lules ent ières, des muréinoplastes et des protoplastes de P. f luo-

Tescens et A. haLopLanktùs ont été ut i l isés dans un test draccumulat ion du cad-

mium af in de comparer leur capacité à accumuler le métal .

Ltexpérimentation a été répétée 3 fois avec P. fluorescens et une fois

avec A. halopLankti,s.

Des électronographies des bactér ies ent ières, de muréinoplastes en formation

et de protoplastes, ont été reportées sur les f igures 36, 37, 38 et 39 pour P. f luo-

Tescens.

Les résultats pour l raccumulat ion du cadmium (concentrat ions ajoutées de
1

0,1 à 10 mg.l- ')  par ces trois types de cellules au cours de trois expérimenrations
(2 avee P. fluoreseens et 1 avec ,4. halopLanktis), ont été porrés dans le

tableau 18. Dans le tableau 19 sont donnés les résultats dtune expérimentation

conduite chez P. fluoneseens en présence de 0,005 à 5 mg/l en cadmium. Les

deux essais rapportés dans le tableau 19 avec P. fluorescens illustrent la diffi-

culté de reproduire de manière identique plusieurs essais. Toutefois, des tendances

sont tout de même observables.

Ainsi, les chif f  res des tableaux 18 et 19 montrent lraugmentation de

lraccumulation du métal en fonction de la concentration ajoutée I cependant, le

facteur de biocon cadmium fixé oar bacte-rie en ug ,, demeure du mêmecentratlon 
ffilon en mg/r

ordre de grandeur ,  en moyenne:1,8 avec un écar t - type de 216.

Les résultats de 3 expérimentations ont été représentés sous forme

d'isothermes de Freundlich (Figure 40).
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Figure 36 : Electronographie de Pseudomonas fLuorescens ; G x 20 000.

Electronographie de muréinoplasre en formation

ment de la membrane externe de P. fluorescens

montr iùnt le décol le-

; G x 1 5 0 0 0 0 .

Figure 37 :
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T . t

Figure 38 : Electronographie de muréinoplaste

brane externe de P. fLuoreseens 1

montrant I tarrachage de la mem-

G x 150 000.

Electronographie de protoplaste de

de membrane externe subsistent) ;

P. fluonescens
G x 150 000.

Figure 39 : (quelques f ragments
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Cadmium accumulé par P. fLuorescens
types sur 3 déterminations sont donnés

correspondent à ltessai C2, M2, P2 sur

(u g/ to8 bact . )

entre parenthèses

Ia figwe 40).

(Les écarts-

valeurs

Concentrat ions en cadmium ajouté (mg/t)

Type bactérien 0,005 0,05 0 ,5 5

Bactéries entières 0,0006

(4 .10-s )

0,0037

(s.ro-s)
0,0088

(0)

0 r 1 0

(0 ,01)

Muréinoplastes 0,0002

( l . ro-s;

0,0019

(z.to-4)

0,014

QJo-4)

O,26

(7 .10 -3 )

Protoplastes 0,0005

(s.ro-s)
0,0027

(s.10-s)

0 ,019

( ro-s )

or2l

(o,oo9)
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P .  FLUOFESCENS

}-  CELLULES ENTIERES

o. . .  MUFETNOPLASTES

+-- -  PROTOPLASTES
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Figure 40 : Isothermes d'adsorption du cadmium par des bactéries entières,

muréinoplastes et protoplastes préparés à partir de P. fluoreseens er

A. halopLanktLs.
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Tous les graphes rapportés dans la figure 40 peuvent ètre considérés

comme des droites significatives à 99 % excepté celui obtenu pour lraccumulation

de cadmium par des protoplastes de P. fl,uorescezs et désigné par P2 dans la

f igure.

Ces résultats suggèrent que les 3 types de cellules testés sont capables

dradsorber les ions cadmium à leur périphérie.

Dans aucun des cas, une zone de saturation des sites dtadsorption du

métal ntest observée pour des concentrations en cadmium ajouté allant jusqutà

r0 mg/ l  (89 uM).

Malheureusement, la comparaison des résultats de deux expérimentations

similaires conduites avec P. fl,uorescens (Tableau 18) ne nous permet pas de

classer les enveloppes bactériennes selon leur capacité à accumuler le cadmium,

puisque une différence significative dans I'accumulation du métal par les 3 types

cellulaires testés ne peut être montrée.

Au cours des mêmes essais, la sensibilité au métal des trois types cel-

lulaires a été déterminée par comparaison des activités respiratoires spécifiques

mesurées par respirométrie en absence et en présence de I mg/l en cadmium

ajouté (9,9 utvt). Le cadmium a été ajouté 10 min avant la mesure el le-même,

pendant la saturation en oxygène des suspensions thermostatées à 25"C. La con-

sommation d'oxygène en mg Ù2/l/mn/Torr a été calculée et ramenée au nombre

de cellules, déterminé par comptage microscopique avec un hémocytomètre, for-

mulant ainsi une activité respiratoire spécif ique. La comparaison des activités

respiratoires spécifiques obtenues en présence et en absence de cadmium ont

permis drétablir pour chaque forme bactérienne un pourcentage d' inhibit ion de la

respiration. Chaque mesure a été effectuée sur 3 aliquotes de suspension bacté-

rienne.

Les activités respiratoires spécif iques ont été exprimées en mg drOr. r in-l

.10-11 bactéries et sont rapportées dans les tableaux 20 et 2L respectivement

pour P. fluoreseens et A. haloplankti,s.

Pour ces 2 souches la comparaison des résultats obtenus avec les cellu-

ies entières, les muréinoplastes et les protoplastes, en absence de cadmium ajouté, révèle

une diminution importante de Itactivité respiratoire spécifique au fur et à mesure

que les enveloppes sont éliminées. En particulier, I'activité respiratoire spécifique

des protoplastes correspond respectivement à 19,4 et 19 16 % de I'activité des



Tableau 20 :

Tableau 21

-  1 1 1  -

Activité respiratoire des muréinoplastes er protoplastes de P. fluore-
scens en présence de cadmium (* mg I i , /Umin x l0-4, les écarts-

types sur 3 déterminations sont donnés entre parenthèses I ** mg
1 1

or/min/to,- bacr.).

: Activité respiratoire des muréinoplastes et

pLanktis en présence de cadmium (* mg

types sur 3 déterminations sont donnés
1 1

O^/mn/lD" bact.) .
z

protoplastes de A. halo-

02/l/min x 10-4, les écarts-

entre parenthèses ; 'i:Ë mg

CELLULES Cd ajouté
(mel l )

Consommation
dtoxygène *

Activité
respiratoire

spécif ique **
(A.R.s. )

%de
diminution

de A.R.S.

Témoins
(cellules entières)

0

1

6,37 (0,19)

5 ,13  (0 ,11 )

2r42

l r95 19 rs

Muréinoplastes 0

7

3,91 (0,09)

2,21 (0,035)

Lr47

0,83 43 15

Protoplastes 0

1

1,37 (0,79)

0,75 (0,2t)

0,47

0,26 4416

CELLULES Cd ajouté
(mell)

Consommation
droxygène *

Activité
respiratoire

spécifique **
(A.R.s. )

%de
diminution
de A.R.S.

Témoins
(cellules entières)

0

1

16 ,4  (1 ,3 )

L5 ,7  (L ,2 )

6 r L

5 , 9 419

Muréinoplastes 0

1

10,1 (0,6)

5,9 (0,3)

216

1 ,5 4213

Protoplastes 0

1

4ro (0,24)

L,7 (0,17)
l 1 2

0 ,51 5 7  1 5
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cellules entières de P. fluonescens et A. halopLanktis. Cette diminution de lrac-

tivité respiratoire indique probablement 911 tt511s5stt ds5 cellules au cours de la

préparation des protoplastes et la perte de matériel périplasmique.

Lrajout de 1 mg.l- l  d" cadmium(8,9 uM) entraîne une diminution de

lractivité spécifique respiratoire de 19,5 % pour les cellules entières de P. fluore-

seens alors que la respiration des muréinoplastes correspondants est inhibée de

43,5 %.

Les résultats obtenus avec .â. haloplanktis permettent de calculer une

inhibition de 4r9 % et de 4213 % pour les cellules entières et les muréinoplastes

respectivement.

Les protoplastes de P. fluoreseens ont une sensibilité au cadmium qui

ne dif fère pratiquement pas de celle observée pour les muréinoplastes puisque

leur activité respiratoire spécifique est inhibée de 44,6 %.

Toutefois, parmi les formes bactériennes testées, les protoplastes demeu-

rent tout de même la forme la plus sensible au métal, en particulier chez A. haLo-

planktis la respiration des protoplastes est diminuée de 57 rS % contre 4213 %

pour les muréinoplastes.

Nous avons montré que les structures membranaires et le peptidoglycane

des bactéries gram négatives sont des structures capables dtaccumuler le cadmium

au niveau de sites privilégiés. Ces sites peuvent être principalement les groupe-

ments phosphates, présents au niveau des deux membranes, et les groupements

carboryles, présents au niveau du peptidoglycane et des protéines membranaires.

Aussi, nous avons décidé dtétudier It inf luence de ces derniers sur Itaccumulation

et la toxicité du cadmium chez P. fLuoreseens puisque nous disposions drune

méthode simple de blocage chimique de ces groupements décrite par DOYLE et

al. (1980) pour des parois bactériennes extraites et purif iées.

4.7. ROLE DES GROUPEMENTS CARBOXYLES DANS L'ACCUMULATION ET LA

TOXICITE DU CADMIUM CHEZ P. FLUORESCENS

Afin drestimer lrimportance des groupements carboxyles dans le processus

dtaccumulation du cadmium marqué, des essais ont été réalisés dtune part sur

des bactéries intactes et drautre part sur des bactéries chimiquement modif iées

au niveau des carboxyles.
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La réaction de blocage des carboxyles est une réaction qui nécessite à

la fois un pH acide et la présence de deux réactifs : un carbodiimide et de

ltéthanolamine à des concentrations de Or2 et 0,5 M respectivement. Ces deux

paramètres pH et réactifs sont susceptibles dtentraîner des modifications au

niveau de la bactérie modifiée concernant la charge électrique, la composition

chimique et la physiologie. Ces modifications pouvant interférer avec ltaccumula-

tion et la toxicité du cadmium, nous avons réalisé trois types dressais.

Essais de type 1- La cinétique draccumulation du métal par des bactéries modi-

f iées a été comparée à celle de témoins non soumis à I 'effet des réactifs de

blocage (éthanolamine et carbodiimide). Trois essais ont été réalisés notés 1-1,

7-2 et L-3.

Essais de type 2 - La cinétique d'accumulation du métal par des bactéries modi-

fiées a été comparée à celle de témoins soumis aux réactifs de blocage à pH

neutre. Trois essais ont été réalisés notés 2-1,2-2 et 2-3.

Essais de type 3 - Des bactéries mortes, modifiées ou non, ont été comparées

pour lraccumulation de 109Cd après t heure de contact avec le métal. Les témoins

ont été soumis aux réactifs de blocage à pH neutre. Trois essais ont été réalisés

no tés  3 -1 ,3 -2  e t  3 -3 .

Le protocole uti l isé pour mesurer l taccumulation du cadmium par des

bactéries vivantes dont les groupements carboxyles ont été bloqués ou non est

décrit  brièvement ci-après.

Les bactéries modifiées ou non en suspension dans NaCl 0,85 % ont été

ajustées à une même densité (OO a 620 nm).

Elles ont ensuite été diluées dans du milieu nutritif stérile de façon à

obtenir t06 et tO7u.p.C..r l-1 puis thermostatées à 30"C et agitées. Avant I 'ad-

dit ion de la radioactivité, 0,5 ml ont été prélevés et f i l trés pour la mesure du

bruit de fond. Puis, I ml d'une solution mixte 109cd - 112cd 
a été ajouté de

façon à obtenir dans les suspensions bactériennes une concenrration finale en

cadmium 8,9 yM avec une acrivité spécifique de 500 ci/mole.

Des aliquotes de 0,5 ml ont été prélevés

19, 30, 45 et 60 min après I 'addit ion du cadmium

les f i l tres a été déterminée.

et

et

f i l t r és ,  L ,  4 ,  7 ,  10 ,  13 ,

la radioactivité retenue

t6,

sur

Lrexpérimentation a été répétée 3 fois pour les essais de types I et 2.
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Le protocole de blocage des groupements carboxyles sur des bactéries

mortes est décr i t  c i-après.

Les bactéries ont été tuées par addition de cyanure de potassium 25 mM

en concentration finale, à une suspension bactérienne en phase stationnaire préa-

lablement lavée deux fois dans de lreau distil lée stérile. La suspension dans le

cyanure a été agitée pendant 3 heures à 30oC. A la f in de cette période d' incuba-

t ion une numérat ion des bactér ies sur gélose a été ef f  ectuée af in de vér i f  ier

I 'ef fet  létal  du cyanure. Les bactér ies ont ensuite été lavées deux fois par centr i -

fugation à 2500 g pendant 10 min et remises en suspension dans de I'eau distil lée

stér i le.  Après la dernière centr i fugat ion, les bactér ies ont été suspendues dans un

volume de 10 ml dreau dist i l lée stér i le et dialysées pendant LZ h à 4"C conrre

2 I  dteau dist i l lée stér i le.  La moit ié de cette populat ion bactér ienne a subi la

réact ion de blocage des groupements carboxyles alors que I 'autre moit ié a été

mise en contact pendant une durée simi laire avec les réact i fs de blocage, mais à

un pH de 7 défavorisant la réaction de blocage. La réaction et les témoins ont

été réal isés en tr ip l icats.  Sur chacune de ces 6 suspensions bactér iennes, I 'accumu-

lation de métal a été mesurée 10 fois après t heure de conract avec le 
109cd

(8,9 uM, 500 ci /mole).  Les moyennes er les écarts-rypes sur 10 mesures onr été

calculés et comparés.

La f igure 41 montre la moyenne des 3 essais de type 1, les demi écarts-

types sur les 3 essais ont été représentés. Les résultats bruts sont donnés en an-

nexe 6. Le trai tement stat ist ique de ces résultats (Tableau 22) montre qu' i l

nrexiste pas de di f férence signi f icat ive entre I 'accumulat ion des bactér ies modi-

f iées et des témoins préparés en absence des réact i fs de blocage ( l 'égal i té des

variances ayant été vér i f iée par le test de Hart ley).

Le second type dressais a été réal isé af in dtévi ter l réventuel le interfé-

rence l iée à l temploi  des réact i fs de blocage eux-mêmes. La moyenne de 3 essais

et les demi écarts-types correspondants sont représentés sur la f igure 42. Les

résultats bruts sont portés en annexe 7- Drune manière générale, I 'accumulat ion

du cadmium en fonct ion du temps est plus régul ière, part icul ièremenr après les

20 premières minutes de contact et  I taccumulat ion du métal  est toujours zupérieure

chez les bactér ies témoins à cel le des bactér ies modif iées. Le trai temenr stat ist ique des

résultats montre qu' i l  existe une di f férence signi f icat ive d'accumulat ion du cadmium en-

tre les bactér ies modif iées et les bactér ies témoins préparées en présence des réact i fs
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40 60

TEMPS ( MIN )

Figure 41 : Cinétique draccumulation du 109Cd par P. fluorescens dont les grou-

pements carboryles ont été bloqués. Les bactéries témoins ntont pas

été exposées aux réactifs de blocage. (t-a moyenne de 3 expérimenta-

tions et les demi écarts-types correspondants ont été représentés).
(Essais de type 1).
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Tableau 22: Résultats d'analyse de variance, réalisée à partir des valeurs obtenues

pour l raccumulat ion du cadmium par des bactér ies témoins préparées

à pH acide en absence des réactifs de blocage (essais de type 1).

(Valeurs portées en annexe 6).

Source de

variance

Somme des

carrés

degrés de

l iberté

carré

moyen F calculé P

Temps 0,013 9 0,001 0,085 >  0 ,5

Blocage des carboxyles 0ro27 I 0,027 l ,6 l l 0,209

Temps-blocage 0,036 9 0,004 0,239 0 ,5

Résiduelle o,622 40 0,0r7

Totale o,737 59
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40

TEMPS ( TilN )

Figure 42 : Cinétiques draccumulation Ou 109Cd par P. fluonescens dont les grou-

pements carboxyles ont été bloqués. Les bactéries témoins ont été

exposées aux réactifs de blocage à pH neutre. (l-a moyenne de 3

expérimentations et les demi écarts-types correspondants ont été

représentés). (essais de type 2).
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de blocage à pH neutre (Tableau 23), l'égalité des variances ayant été vérifiée

par le test de Hartley. En dtautres termes, les bactéries accumulent en moyenne

0.26 vmoles.10-6 bactér ies contre 0.42 smoles.10-6 bactér ies chez les témoins,

soit une différence de 38 %.

Le troisième type d'essais a été conduit af in drévaluer I ' interférence

éventuelle de la physiologie cellulaire sur I'accumulation du métal par des bacté-

ries chimiquement modifiées ou non. Le pourcentage moyen de survivants après

traitement au cyanure pour les trois essais notés 3-7, 3-2 et 3-3 était de Or02

t 0,009.

Les résultats des 3 essais sont présentés sous forme dthistogrammes tra-

duisant la quantité de cadmium fixé en pmoles.10-6 bactéries après t h de con-

tact (Figure 43). Un quatrième histogramme noté M a été tracé correspondant à

la moyenne des trois essais. Un test de comparaison de deux moyennes dans le

cas de grands échantillons ef fectué sur Itensemble des résultats des 3 essais a

confirmé par ai l leurs que ces moyennes étaient signif icativement différentes. Ce

troisième type dtessais confirme les résultats de Itessai 2, à savoir que lraccumu-

lation du cadmium est significativement diminuée par le blocage des groupements

carboxyles, de 0.40 pmoles à 0.34 pmoles.10-6 bactéries soit une diminution de

15  %.

Dans les essais de types 7 et 2, la sensibilité au cadmium des bactéries

modif iées ou non a été examinée en paral lèle par des mesures respirométriques.

La même nomenclature des essais a été conservée.

Les bactéries dont les groupements carboxyles ont été modifiés, et les

bactéries témoins en suspension dans une solution saline NaCl 0,85 %) ont été

diluées dans 600 ml de mil ieu nutri t i f  stéri le de façon à obtenir ro7 à rO8 upC
1

.ml-' par ajustement des D.O. à 620 nm. Les suspensions ont été maintenues à

4"C avant dtêtre uti l isées pour ef fectuer des mesures dtactivité respiratoire en

présence et en absence de cadmium (8,9 uM) ajouté 10 min avant la mesure

proprement dite. Chaque mesure a été effectuée sur trois aliquotes croisés entre

eux.

Ainsi, les valeurs obtenues pour la consommation droxygène dans les 3

essais de type 1 notés 1-1, I-2 et 1-3 ont été portées dans le tableau 24. Ces

valeurs présentent une forte variat ion intra-essai l iée vraisemblablement à l tétale-

ment sur une journée des mesures respirométriques effectuées. Cependant, malgré
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Résultats dtanalyse de variance réalisée à

pour lraccumulation du cadmium par des

à pH neutre en présence des réactifs de

(Valeurs portées en annexe 7).

partir des valeurs obtenues

bactéries témoins préparées

blocage (essais de type 2).

Source de

variance

Somme des

carrés

degrés de

l iberté

carré

moyen
F calculé P

Temps 0,067 9 0,007 01437 > 0r5

Blocage des carboxyles o,369 I 0,369 21,745 < 0,001

Temps-blocage 0,040 9 0,004 o,259 0 r 5

Résiduelle 0,679 40 0,017

Totale 1 ,154 s9
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Figure 43 : Accumulation du 109Cd par P. fluoreseens inactivé par du cyanu-

re : comparaison de bactéries dont les groupements carboxyles ont

été bloqués (bactéries modif iées : M) et de bactéries non traitées
(témoins : T).
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des écarts-types importants, les tendances, en termes de pourcentage moyen

d'inhibition de la respiration, sont reproduites dans les 3 essais et montrent une
sensibilité au cadmium 2 ù 3 fois plus importante pour les bactéries modifiées
par rapport aux témoins, significative au seuil de 5 %.

Cependant, ces résultats sont pondérés par les essais 2-I, 2-2 et 2-3,
dont les résultats ont été portés dans le tableau 25 et pour lesquels une différen-
ce significative au seuil de 5 % pour la sensibilité au cadmium des bactéries mo-
difiées ou non nta pu être mise en évidence.

La comparaison des sensibilités au cadmium dans les essais de types I
et 2 (portées dans les tableaux 24 et 25) indique I'importance de lreffet des
réactifs de blocage sur la sensibilité des cellules au métal.
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lableau 24 : Respiration de iloxygène (mg 02/min /rcIl bact.) par P. fluoreseezsex-
posés ou non au cadmium : comparaison de bactéries dont les grou-

pements carboxyles ont été bloqués (bactéries modifiées) et de bac-

téries non modif iées (témoins). (essais de type 1). Les écarts - types

sont donnés entre parenthèses.

Essais Bactéries

Concentration en
cadmium (u M) Inhibition

respiration

de la

dm0 8r9

1 -1 Témoins 13 ,13

t6,78

15 ,83

10,5

14,53

12r50

20r0

1314

2lr0

m- = 18,1 (4,1)

Modifiées 2r50

3r78

5 ,3  5

l r25

2r50

4r78

50,0

3319

lorT

ïi- = 3L,s (19,7)

r-2 Témoins 8,00

7 r87
11,74

7 174

5  r 7 l

70,14

3 1 2

2 7  1 5

13 16

6- = 14,8 (12,2)

Modif iées 0173

0r43

0,63

0r29

0 ,33

0,30

6013

2313

52,4

E  =  4 5 , 3  ( 1 9 , 5 )

1 -3 Témoins 0,33

1 ,57

2r0o

8 ,33

1133

l r77

l017

15 ,3

11 ,5
-6 

= 12,5 (2r4)

Modif iées 3,00

Lr47

I167

2r23

1,03

1rI7

25 17

29,9

2919
-6 

= 28,5 (2r4)
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Tableau 25 : Respiration de Itoxygène (mgo2/min/rol1 bu"t.) par P. f luorescezs ex-

posés ou non au cadmium : comparaison de bactéries dont les grou-

pements carboxyles ont été bloqués (bactéries modifiées) et de bac-

téries non modifiées (témoins). (essais de type 2). Les écarts - types

sont donnés entre parenthèses-

Essais Bactéries

Concentration en
cadmium (  M) Inhibition de

respiration

la

%0 8'9

2-1 Témoins 1 ,11

0,26

0,60

0 ,7 I

0rzl

0 ,50

36,0

1 9  1 2

7617

Â =  24 ,0  (10 ,5)

Modif iées 0r37

or29

0,29

0,26

0,26

0,23

3 0 1 7

1 0 r 3

20r7

m = 20,6 (lor2)

2-2 Témoins 2r22

0,53

o,60

1 ,15

0136

0r44

48,2

32 ,7

26r7

E '  =  35 ,7  ( t t , z )

Modif iées or73

or76

0,7 5

0r42

0,45

0,65

4215

4018

1 3 , 3

Â = 32 ,2  ( te  , f  ;

2-3 Témoins 0,88

0,30

0 ,38

0r45

or24

or28

4819

20,0

2613

E'  =  3 t r7  (L5 ,2)

Modif iées 0r44

0 ,19

or28

0 ,19

0 ,15

o,2 l

56,8

2 I r0

25 r0
m = 34,3 (1916)
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5  -  D ISCUSSION
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Lfaccumulation par une bactérie du cadmium, comme de tout autre
métal, résulte drun ensemble de mécanismes complémentaires, plus ou moins

connus, plus ou moins compliqués comme lradsorption, la désorption, le transport,
la diffusion, les complexations et les transformations.

Ainsi, la f igure 44 montre que le cadmium en solution peut être adsorbé
à la périphérie cel lulaire et pénétrer dans la cel lule bactérienne. Le métal esr
susceptible drêtre piégé au niveau de toutes les structures bactériennes puisque

la plupart des molécules biologiques comme les protéines, les phospholipides et
les acides nucléiques sont capables de le complexer. Le métal peut aussi former

des complexes inorganiques insolubles, être transformé et être expulsé de la cel-
lule, tous ces mécanismes entraînant parfois une diminution ou une augmentation

de toxicité.

Toutefois, de nombreuses inconnues persistent parmi lesquelles la réversi-
bi l i té des processus mentionnés, le ou les mécanismes permettant au métal dfat-
teindre le niveau intracellulaire, le rôle des enveloppes bactériennes dans lraccumu-
lation du métal et dans la protection des cellules, la localisation privilégiée du
métal toxique. La réponse à ces questions nécessite dlexplorer lraccumulation
globale du métal (aspect cinétique, inf luence de la concentration en métal, spé-
cif ici té), les structures accumulatr ices de métal, les mécanismes de rransporr er
d'étudier en paral lèle la toxicité du métal.

5 .1.  L 'ACCUMULATION DU CADMIUM PAR LES BACTERIES

Au premier abord la fixation des métaux est un processus rapide qui se
traduit par un processus dradsorption. En ef fet, la cinétique draccumulation du
cadmium par P. fLuorescezs est un processus biphasique : la première phase ra-
pide permet, après une heure de contact, la f ixation de 82 à 1OO % du métal
accumulé en 4 heures. Elle est suivie dtune phase draccumulation lente qui traduit
vraisemblablement un phénomène de saturation et un mécanisme dtaccumulation
différent de celui observé pendant la première heure de contact avec le métal.

Ces observations sont en accord avec les travaux

et de plus elles sont retrouvées pour drautres métaux et
(STRANDBERG et  a l . ,  1981) .

de KUREK et al. (1982)

drautres m icroorganismes
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Comme cela a été dit dans le paragraphe 2.3.2. (chapitre 2), la confron-

tation des résultats de la littérature à un niveau quantitptif est gênée par un

manque dthomogénéité dans lrexpression des résultats et $lrtout par lfabsence de

standardisation dans la conduite des cultures bactériennes. Or, l'état physiologique

des bactéries est un paramètre dont lr importance a déjà été décrite (paragraphe

2.3.I.1.), et i l lustrée par les différences draccumulation de cadmium entre bacté-

ries morres er vivantes (KUREK et al., 1982 ; FLATAU er al., 1984).

Afin de déterminer le réel effet de l 'état physiologique des bactéries

sur la fixation des métaux, Itemploi de cultures synchrones et la réalisation

dressais à différents temps de culture permettraient une approche intéressante.

Drune manière tout aussi caractérist ique, Itaccumulation du cadmium par

les bactéries peut être décrite comme un phénomène de surface. En effet, la

description par un isotherme de Freundlich de la fixation du cadmium par P. fLuo-
reseens ou K. ae"ogenes suggère I'adsorption du métal à la périphérie cellulaire,

comme cela a déjà été rapporté par BROWN et LESTER (1982a).

La comparaison de ces isothermes dtadsorption obtenus avec des souches

sauvages et des souches mutantes dtune même espèce, déficientes pour la produc-

t ion dtexopolysaccharides, comme nous I 'avons fait avec K. aerogenes,ûadtJit l t im-

portance des structures exocellulaires dans lraccumulation des métaux.

La capacité dtadsorption de la souche sauvage, forte productrice drexopo-

lysaccharides, ntest pas saturée en présence de concentrations en cadmium ajouté

allant jusque 89 uM. Dans certains cas, le croisement des isothermes dtadsorption

montre une accumulation du métal plus importante et inattendue chez le mutant

en présence de 89 uM en cadmium ajouté. Des isothermes se croisant peuvent

aussi être tracés à part ir des résultats de FRIEDMAN er DUGAN (1968) pour

I'accumulation du cobalt, du cuivre et du nickel pour deux souches, capsulées ou

non, de ZoogLoea rcmLgera.

Deux hypothèses peuvent être avancées pour expliquer lraccumulation du

métal par la souche mutante, faible productrice dtexopolysaccharides.

Drune part, lraccumulation se traduirait par un isotherme de type S

pour lequel, selon la classification de GILES et al. (1960), plus le soluté est ad-

sorbé, plus I 'adsorption est faci le. Cette définit ion implique lrexistence drinterac-

t ions entre les ions adsorbés et les ions l ibres, un tel mécanisme a été proposé,

sur la base de données de microscopie électronique, par tsEVERIDGE er MURRAY

(1976) pour la f ixation d' ions Au2+ sur des parois bactériennes isolées.
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Dtautre part, la seconde hypothèse suppose que la première partie de

lr isotherme (pour des concentrat ions en cadmium ajouté al lant jusque 8r9 uM

dans nos essais) corresponde à la saturation des sites d'adsorption les plus périphé-

riques de la souche K54 A3 (0). De ce f.ait, pour des concentrations supérieures

en métal  ajouté, I taccumulat ion observée correspondrai t  à la formation de comple-

xes avec drautres constituants cellulaires.

En ce qui concerne la spécif ic i té de I taccumulat ion du cadmium par

P. fLuoz,escens, nous avons observé une diminution de lraccumulation en présence

de calcium, magnésium s1 manganèse ajoutés. Toutefois,  étant donnê I ' incert i tude

des mesures draccumulat ion de 
tonad, 

seul I tef fet  inhibi teur du manganèse est

signi f icat i f ,  comme l tont rapporté TYNECKA et al .  (1981) avec Staphglococeusau-

reus et HART et al. (1979) avec une algue.

Ces résultats demandent à être conf i rmés en testant une gamme de

concentrations en cations divalents ajoutés. Ils ne peuvent être explicités par les

simples caractéristiques physiques des ions, puisque Ca et Cd ont le même rayon

ionique, Cd et Zn ont la même couche électronique périphérique et Cd, Zn et Mn

appartiennent à la catégorie des ions intermédiaires dans la classification de

NIEBOER et  RICHARDSON (1980) .

5.2.  STRUCTURES BACTERIENNES CAPABLES D IACCUMULER LE CADMIUM

Les propriétés de I ' ion cadmium rapportées dans le chapitre 2.2. font

que cet ion, classé parmi les ions intermédiaires dans la classif ication de NIEBOER

et RICHARDSON (t leO;, est capable drêtre complexé à un grand nombre de

molécules biologiques et pratiquement toutes les structures bactériennes sont

susceptibles d'accumuler ce métal. Toutefois, I ' importance relative des différentes

structures bactériennes périphériques:exopolysaccharides, membrane externe, pepti-

doglycane et membrane plasmique dans lraccumulation des métaux nrest pas

connue.

a) Les exopolysaccharides extraits et part iel lement purif iés ou non ont été étu-

diés en tanr que srrucrure accumulatr ice de métaux (CORPE, t975 ; BROWN

et LESTER, 1980). Il a été montré que la fixation des métaux, au niveau de

ces polymères extraits, peut être décrite par un isotherme traduisant Itadsorp-

t ion des métaux au niveau de ces structures (RUOO et al.,  1984 ; BROWN et
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LESTER, I982a). Des souches bactériennes et leur mutant déficient dans la

product ion drexopolysaccharides ont été ut i l isés pour est imer indirectement

I ' importance de cette structure périphérique dans I 'accumulat ion des métaux.

La fixation de cadmium chez K. aerogenes K54 A3 est deux fois supérieure à

cel le du mutant en présence de cadmium ajouté 8,9 uM, ainsi  que le conf irment

FRIEDMAN et DUGAN (1968) pour |accumulat ion du cuivre, nickel,  cobalt  et

fer par Zoogloea rumigera 115 et 116 M.

Il est cependant faux de parler du rôle des exopolysaccharides au sens strict

du terme dans I 'accumulat ion des métaux puisque des analyses de ces structures

ont montré qu'el les comportaient une proport ion non négl igeable de protéines

et d 'acides nucléiques (BROWN et LESTER, 1980),  le terme exopolymère

semble plus approprié en la circonstance.

b) L' importance des enveloppes pariétales des bactér ies gram négat ives :  membra-

ne externe et pept idoglycane, dans l taccumulat ion du cadmium a été est imée

indirectement en comparant la f ixat ion du métal  au niveau de bactér ies ent iè-

res, de muréinoplastes et de protoplastes. I l  est intéressant de comparer ces

structures, dont on sai t  qutel les ont chez P. fLuorescens une masse équivalente,

(FALLA, 1986, communicarion personnel le) pour leur capacité à f ixer les

métaux. Deux souches bactér iennes :  P. fLuorescens et A. haLoplankt is produi-

sent des résultats simi laires. Toutefois,  i l  est impossible de classer ces envelop-

pes bactér iennes selon leur capacité à f ixer le cadmium, à cause de la non

reproduct ibi l i té des expérimentat ions et du chevauchement des isothermes

obtenus. Le manque de reproductibilité est souvent constaté dans les expérimen-

tat ions ut i l isant un matér iel  biologique, imparfai tement standardisé et dans

notre cas, la si tuat ion est aggravée par les mult iples étapes du protocole de

préparat ion des protoplastes.

En fai t ,  I 'adsorpt ion du métal  par les bactér ies ent ières, les muréinoplastes

ou les protoplastes, est du même ordre de grandeur.  Ceci résulte vraisembla-

blement de la f ixat ion d'une part ie du métal  au niveau de si tes rendus accessi-

bles par l 'é l iminat ion des structures périphériques. Par contre, les travaux de

GAUTHIER et al .  (communicat ion personnel le,  Toulouse, 1986) semblent indi-

quer une plus forte accumulat ion de métaux par les protoplastes de A. halo-

planktis que par les cellules entières.

Dans drautres cas, la membrane externe et le pept idoglycane ont été étudiés

pour leur capacité à f ixer les métaux en tant que structures préalablement
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extraites et purif iées.

Cette approche, même si elle interdit toute extrapolation à une situation dans

laquelle les bactéries auraient été exposées au métal, fournit des informarions

intéressantes sur les propriétés des structures isolées. Ainsi, BEVERIDGE

(1984) rapporte que des parois extraites dtE. coLL se comporrent comme des

résines échangeuses de cations dans lesquelles le peptidoglycane fixerait 2 à 3

fois plus de métal (Na, K, Mg, Ca, Mn) rapporté au poids sec de strucrure,

que la membrane externe de ce même microorganisme.

Il serait intéressant de pouvoir comparer les membranes plasmiques et externes

par rapport à Itaccumulation du métal, mais les interactions métaux-membranes

sont généralement considérées en terme de transport et non en terme d'accu-

mulation.

c ) Parmi les groupements fonctionnels capables de complexer les

figurent les groupements thiols, phosphates et carboxyles, ces

les plus faci les à étudier grâce aux méthodes décrites par

(1980)  et  BEVERIDGE et  MURRAY (1980) .

ions cadmium

derniers étant

DOYLE et al-

Lt importance des groupements carboxyles dans lraccumulat ion du cadmium a

été estimée en comparant la f ixation de métal par des bactéries intactes et
par des bactéries modifiées dont les groupements carboxyles ont été chimique-

ment bloqués. Bien que non significatives dans certaines de nos expérimenta-

tions, les tendances observées ont toujours été dans le sens drune accumulation

de métal moindre pour les bactéries modif iées. Cette observation a été faite

également sur des bactéries mortes afin d'él iminer It inf luence drune éventuelle

modif ication du métabolisme due à la réaction de blocage, sur l taccumulation

du métal. Nos résultats confirment ceux obtenus par BEVERIDGE et MURRAY
(tggO) et DOYLE et al. (tqAO) pour l taccumularion drautres métaux par des
parois isolées de bactéries gram posit ives.

I l  est cependant dif f ici le dtestimer quantitat ivement la part des groupemenrs

carboxyles dans ltaccumulation du cadmium par les bactéries entières puisque

le rendement de la réaction de blocage nrest pas connu er que le nombre de
groupements carboxyles chimiquement modifiés par cette réaction nra pas été
déterminé.
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5.3. Y-A-T-IL UN PROCESSUS ACTIF D 'ACCUMULATION DU CADMIUM CHEZ

LES BACTERIES ?

En d'autres termes moins scientif iques, doit-on parler drempoisonnement

ou de suicide des bactéries au cadmium ?

Pour répondre à ce type de question, plusieurs stratégies sont envisagea-

bles, parmi lesquelles I'effet de la température, des inhibiteurs métaboliques et

des nutriments peuvent être étudiés.

La température nrest pas un critère de choix pour distinguer la dépendan-

ce énergétique de lraccumulation des métaux, puisqutelle intervient dans la flui-

dité des systèmes membranaires en la diminuant à basse température (pRtNCI-g

et CHAPMAN, 1981). Nos propres essais ont montré que I 'effet de la température

nrest pas reproductible, et n'autorisent pas à conclure quant à un quelconque

effet de ce facteur sur l faccumulation du métal par les bactéries.

TYNECKA et al. (1981) ont évalué lreffet des inhibiteurs métaboliques

pour démontrer |existence drun transport actif du cadmium chez StaphyLoeoecus

au?eus. Leurs rézultats, tout comme ceux de SILVER et KRALOVIC (t969) pour

le transport du manganèse chez Candidn utilis, sont fort discutables. En effet,

nos propres expérimentations ont démontré le pouvoir complexant des inhibiteurs

métaboliques vis à vis du cadmium qui modifie la concentration en ions libres et

très certainement les processus draccumulation des métaux.

Ainsi, de nombreux résultats concernant le transport actif de métaux

ont besoin dtêtre confirmés en présence dtune quantité équivalente en ions métal-

liques libres avec et sans inhibiteurs métaboliques.

Nos résultats concernant I tef fet  des éléments nutr i t i fs sur I taccumulat ion

du cadmium chez P. fLuoreseens nront pas permis de mettre en évidence l ténergie

dépendance de lraccumulat ion du cadmium chez cette bactér ie qui,  drune manière

assez raisonnable, ne semble pas travailler activement à sa propre intoxication.

5.4. OU SIEXPRIME LA TOXICITE DU CADMIUM ?

Les premières cibles potentielles du cadmium sont peut-être les enzymes

et les transporteurs localisés au niveau de Itespace périplasmique.

La membrane plasmique considérée, pâr opposition à la paroi, comme

une structure cellulaire à part entière, comporte certainement des cibles sensibles
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au métal sous forme drenzymes (perméases, enzymes de la chaîne respiratoire,

etc...). A cet égard, en présence de cadmium, la respiration de lroxygène par les

bactéries est diminuée chez P. fLuonescens ou chez A. haloplanktis et cet effet

est confirmé par les travaux de ZWARUM ( L973).

De même, la croissance bactérienne est modifiée en présence de cadmium

et des modifications sont observées au niveau de la phase de latence qui augmente,

alors que le taux de croissance et la biomasse produite en phase plateau diminuent.

La modification simultanée de ces 3 paramètres de croissance en présence de

cadmium dans nos essais avec P. fluoreseens sfoppose aux résultats de MOROZZI

et al. (1982), présentant exclusivement une augmentation du temps de latence en

présence de métal de 0,5 à 50 rrM.

Les exopolysaccharides agissent, vis à vis de la toxicité du métal, comme

un filtre qui possède la capacité de retenir les métaux, et protègent les cellules

bactériennes. En effet, nous avons montré que la croissance de la souche K. ae?o-

genes K54 A3 est moins affectée par le cadmium que celle du mutant entouré

d'une mince capsule.

De même, en uti l isant les mêmes souches bactériennes BITTON et FREI-

HOFER (tlZS1 ont obtenu 20 fois plus de survivants, après exposition des bactéries

au cadmium, chez la souche sauvage comparativement au mutant.

Peut-on mettre en évidence pour la membrane externe et le peptidogly-

cane un effet de "filtretr similaire à celui observé pour les exopolymères ? Nos

mesures respirométriques réalisées sur bactéries entières, muréinoplastes et proto-

plastes, montrent un effet protecteur de la membrane externe êt, à un degré

moindre du peptidoglycane, vis à vis de la toxicité du cadmium.

Le rôle protecteur de la membrane externe est certainement davantage

lié au piégeage du métal par adsorption, plutôt qurà une barrière de perméabil i té

aux ions cadmium puisque la membrane externe permet le passage des petites

molécules hydrophiles (Nnfan et NAKAE, t982). Par contre, les groupements

phosphates des phospholipides et des lipopolysaccharides (FERRIS et BEVERIDGE,

1984) et les groupements carboxyles et thiols des protéines (JRCOBSON et TUR-

NER, 1980 ; DOYLE et al., 1980) sont capables de complexer les cations divalents.

Cependant, lelrstressrrimposé aux bactéries au cours de la préparation des

dif férents types de cellules (bactéries entières, muréinoplastes et protoplastes)

modif ie l 'état physiologique, comme le montre la diminution de I 'activité respira-
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toire spécifique, et par contre-coup peut-ètre leur sensibilité aux toxiques. Ainsi,

étant dans I ' impossibi l i té de dissocier ces deux paramètres (plus grande sensibi l i té

aux toxiques l iée à lrabsence drenveloppes, ou l iée à la modif ication de l 'état

physiologique) les conclusions doivent rester prudentes.

Les groupements carboxyles, comme nous avons pu le montrer sur des

cellules entières de P. fLuoreseens, interviennent dans lraccumulation du cadmium.

Ces observarions renforcent cel les obtenues par BEVERIDGE et MURRAY (1980)

et DOYLE et al. (1980) sur des parois bactériennes extraites.

Par contre, nous avons observé que le blocage des groupements carboxyles

ne modifiait pas significativement la toxicité du cadmium vis à vis de P. fTuores-

cens. Cela laisse penser que la présence de ces sites de fixation ne freine pas

la pénétration du cadmium à I ' intérieur de la cel lule.

Dans ces condit ions, i l  apparaît très important de différencier systémati-

quement les aspects accumulation et toxicité des métaux. Et, à t i tre dfexemple,

des structures non essentiel les pour la bactérie en termes dractivités métaboliques

comme les exopolysaccharides et le peptidoglycane ont des comportements totale-

ment différents. Ces deux structures sont ainsi capables de f ixer du métal, mais

seuls les exopolysaccharides semblent jouer un rôle prépondérant dans la protection

de la cellule bactérienne vis à vis des métaux.

Ce hiatus entre capacité draccumulation et de protection renforce It inté-

des études relatives au rôle des enveloppes cellulaires dans la relation bacté-

- métal.

rêt

r ie
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6  -  CONCLUSIONS
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Ltobjecti f  de cette étude était de mieux comprendre les mécanismes

d'accumulation des métaux par les bactéries gram négatives dans le cas part icul ier

du cadmium et plus précisément de faire le l ien enrre l taccumulation du métal,
sa localisation et sa toxicité.

Les résultats présentés et discutés dans

tirer les conclusions suivantes quant à la fixation

chez les bactéries gram négatives.

travail nous autorisent à

à la toxicité du cadmium

ce

et

a) Une population de P. fLuorescens en phase exponenrielle de croissance (t,5 tO8
UFC .ml-l) .""utule une quantité de cadmium par bactérie voisine de 1g-8 ug
(0,009 x 10-8 ymoles) ce qui correspond à 25 % du métal ajouté en solution
(0,051 ymoles) accumulé par les bactéries.

b) L'accumulation du cadmium par les bactéries peut être décrite par un isother-
me dradsorption de type Freundlich traduisant ainsi la fixation superficielle du
métal.

c) La toxicité du cadmium sur la croissance bactérienne sfexprime en termes de
diminution du taux de croissance, de diminution de la biomasse produite en
phase plateau, dtaugmentation du temps de latence. Les CI 50 pour ces trois
paramètres sont équivalentes et voisines de 27 yM.

d) L'accumulation du cadmium chez P. f luorescens est un processus non spécif i-
que qui nra pu être montré ni température, ni énergie-dépendant, au conrraire
de ce qui a été rapporté par TYNECKA et al. (fqAt) chez Staphy\ococcusaure-
us.

e) Les exopolysaccharides bactériens interviennent dans laccumulation des méraux
mais i ls protègent aussi les cel lules vis à vis de I 'action toxique du cadmium.
Crest lrexemple le plus f rappant dtune accumulation non toxique de métal
permettant bien de distinguer sites de fixation et sites sensibles dont Ia modifi-
cation par le métal se traduit par un effet toxique.

f) De la même manière, la comparaison de bactéries entières, muréinoplastes er
protoplastes' Pour Itaccumulation du cadmium a permis de mettre en évidence
une capacité dradsorption du métal quasi équivalente par la membrane exrerne,



- 136 -

le peptidoglycane et la membrane plasmique. Des mesures respirométriques,

effectuées sur ces trois types de cellules, ont montré apparemment un effet

protecteur de la membrane externe et à un degré moindre celui du peptidogly-

cane chez P. fluorescens et A. TnLoplanktis.

g) t-e blocage chimique des groupements carboxyles chez P. fl,uorescens a monrré

que ces groupements sont capables de complexer et, par voie de conséquence,

de retenir le cadmium. Par contre, dans ce cas, un effet protecteurvis à vis

de la toxicité du cadmium nra pu être observé.

Notre étude sur le rôle des enveloppes bactériennes dans ltaccumulation

et la toxicité du cadmium srest voulue drapproche relativement fondamentale.

Cependant, quelques-unes de nos observations ont un intérêt réel pour certai-

nes applications industrielles.

La première concerne lrépuration des eaux et l tél imination des métaux

par voie biologique.

Dans ce cadre, la production d'exopolysaccharides, possédant une capacité

réelle de fixation des métaux et, capables de limiter les effets toxiques, consrirue

un paramètre intéressant à favoriser dans un réacteur biologique de traitement

des eaux.

De plus, I t indépendance énergétique de lraccumulation du métal simplif ie

la conduite dtun réacteur industriel puisque, a priori ,  i l  nrest pas nécessaire

dtajouter des molécules nutri t ives pour favoriser Itaccumulation.

Notre connaissance des sites draccumulation des métaux au niveau de

molécules biologiques (phospholipides, protéines, acides nucléiques), constirurrices

de la paroi, de la membrane plasmique et du cytoplasme des bactéries, tend à

montrer toutefois que la récupération et la valorisation des métaux par voie

biologique est utopique. La technicité et les moyens nécessaires pour récupérer

le métal piégé au sein de ces structures organiques sont à ltévidence prohibitifs.

La seconde application concerne les tests d'écotoxicité utilisant des
bactéries.

En effet, les bactéries bien que faciles à mettre en oeuvre sont peu

employées dans des tests d'écotoxicité en raison de leur relativement faible sen-
sibilité aux toxiques en général, et ceci mème si elles présentent un grand nom-

bre d'avantages parmi lesquels : abondance et répart i t ion dans des mil ieux très
divers, faible coût, réponse rapide, erc...
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Ce problème de faible sensibilité des bactéries aux toxiques tient sans

doute à plusieurs raisons : difficulté à enregistrer les modifications métaboliques

de quelques cellules bactériennes suite à un effet toxique ; forte efficacité des

systèmes de réparation des lésions de la cellule I bonne protection de la cellule

par la paroi... Une solution à ce problème réside alors partiellement dans la mise

au point de tests réalisés à partir de bactéries dépourvues drexopolysaccharides

et même de paroi. I l  est cerres diff ici le drimaginer que des tests puissent être

basés sur des protoplastes préparés expérimentalement. Toutefois, lremploi de

bactéries déficientes pour la production de la paroi, ou de mutants sans paroi

mériterait de plus amples investigations.
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Annexe 2:  Cadmium f ixé en pmoles.  10-6 bactér ies en fonct ion du temps à 30oC

et à 4oC. Les valeurs pour 3 expérimentations différentes, les moyennes

et les écarts-types sur ces valeurs ont été reportés.

Temps
(m in )

Cd f ixé à 30oC

(umoles .10-6
bact.)

M o
Cd fixé à 4"C

(umoles .10-6
bact . )

M o

1

0rl2

0 ,15

0,05

0 ,11 0,05

0,08

0 ,33

0 ,10

or77 0rl4

4

or25

0,35

0,10

0r23 Orl2

0rI4

0r45

0 , 1 5

0r25 0 ,18

7

or2l

0,65

0rl4

0,33 or28

0 ,155

0,50

0 ,16

Or27 Or2O

10

0r25

0r72

0,09

0 ,35 0,33

0,245

0,30

0,31

0,285 0,03

13

0 ,16

0,85

0 r15

0,39 0,40

0,29

0,30

0,27
0,27 0,05

t6

or2l

orTo
0 ,15

0,35 0,30

0r25

0,50

0 ,19

0 ,31 0 ,16

19

o,225
lr73

0 , 1 5

0,50 0r50

0,145

o,5o
0r23

0,29 0 r18
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Annexe 3 : Cadmium fixé en u moles 10-6 bactéries en fonction

présence et en absence de DNP 1 mM. (Les valeurs pour

tions différentes ont été reportées, ainsi que les moyennes

types sur ces valeurs).

du temps, en

3 expérimenta-

et les écarts-

ïemp s

( m i n )

Cd accumulé  par
Ie  Témoin

(umoles .10-6 lac t )

M a
Cd accumulé  en
présence de  DNP

(umoles .10-6bac t

M o

1

0,15  5

0,025

0,19

0rl2 0,09

0,025

0,01

0,10

0,045 0,05

4

or2o
or34
0 ,195

0,245 0,08

0,03

0r02

0 ,10

0,05 0,04

7

0 ,315

0r22

0 ,315

or28 0,05

0,035

0rl2

0 , 1 4

0 ,10 0,05

10

0 ,195

0r44

or24

0,29 0 ,13

0,04

0,035

0 ,18

0,085 0,08

13

0,18

0,27

0,29

Or25 0,06

0,06

0,04

0,175

0,09 0,07

I6

0,21

0,28

0,29

0,26 0,04

0,05

0,04

0 ,15

0,08 0,06

T9

0r24

0,225

0,255

0r24 0 ,015

0,06

0,05

0 r l 2

0,08 0,04
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Cadmium fixé en p moles 10-6 bactéries

présence et en absence de DCCD 100 uM. Les

tations différentes ont été reportées ainsi

écarts-types sur ces valeurs.

en fonction du temps, en

valeurs pour 3 expérimen-

que les moyennes et les

Temps
(m in ) Témoin M o DCCD M 6

I

0riz

0,185

0,04

0 ,115 0ro7

0,035

0,06

0 ,145

0,08 0,06

4

0r23

0,26

0 ,17

0r22 0,045

0r07

0,07

0,09

0,08 0,01

7

0,365

0,175

0r37

0,30 0 ,11

0,07

0,125

0,02

0ro7 0,05

10

or25

0,235

0,19

0,225 0,03

0rL4

0 ,16

0 ,175

0 r 1 6 Or02

13

0r2l

or2l

or20

0rzl 0,006

0 ,11

0 ,15

0,08

0 ,11 0,035

T6

0,23

0rtz

0,2L

0 ,19 0,06

0 ,105

0 ,15

0,06

0 ,105 0,045

T9

OrlT

orlT

0,10

0 ,15 0,04

0,08

0rl4

0r18

0 r  1 3 0,05



Annexe 5 : Ions Cd2* Iibres exprimés

en cadmium préparées dans

en absence de DNP (1 mM)

donnés entre parenthèses.

- r57 -

en mV dans des gammes de concentrations

du bouillon nutritif peptoné, en présence ou

et de DCCD (100 uM). Les écarrs-rypes sonr

Concentration en cadmium ajouté (uM)

Milieu 8.9 89 890 8900

Cadmium
dans le
mil ieu
peptoné

174,6

166,0

163,5

131 ,3
126,4

t24,2

107,3

102,4

l0r12

6413

6 l 1 6

60,0

M (o) - 168 (4,7) - 127 (3,0) - 104 (2,6) -  62  ( t ,8 )

Cadmium dans
le mi l ieu
peptoné
+ DNP

156,0

r54,3

153,7

119 ,0

117 19
l l T  r l

91 ,8

90,8

90,6

57 13
56 ,5

55 ,5

l l  (o) -  155  (1 ,0 ) -  118  (0 ,8 ) -  91  (0 ,5 ) 56 (O,7)

Cadmium dans
le mil ieu
peptoné
+ DCCD

156 ,9

15  5 ,8

155 ,5

719 19
1 19,0

118 ,8

96,5

95 ,8

95 16

5612

55 ,5

55 ,0

M (o) -  156  (0 ,5 ) _  119  (0 ,5 ) - 96 (0,4) -  s6 (o,s)
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Cadmium fixé en umoles 10-6 bactéries en fonction du temps par des

bactéries témoins, préparées à pH acide en absence des réactifs de

blocage, et par des bactéries modifiées (essais de type 1 - protocole

du chapitre a.7).

Temps
(m in )

Cd accumulé
par les

bactéries
témoins

M o

Cd accumulé
par les

bactéries
modif iées

_M
o

1

0,295

0,18

0,62

0,365 0,22

0,34

0 r I7

0,395

0 ,30 0rl2

4

0r27

0r28

0,61

0,39 0 ,19

0,3

0 ,18

0,38

0r29 0 ,10

7

0,38

0r24

0,48

0,37 0,12

0,29

0r25

0r42

0r32 0,09

10

or28

0r23

0,475

0 ,33 0 ,13

0 ,36

o,2o
0,50

0,3 5 0 ,15

13

0r34

0,225

0r45

0,34 0 ,11

0126

0,20

0,48

0,31 0 ,15

r6
0,36

0r27

0r52

0,38 0 ,13

0,27

0126

0r43

0r32 0,095

T9

0,38

0,4I

0,52

0r44 0,07

0 ,31

0 ,21

0,42

0 ,31 0 ,105

30

0,31

0r28

0,48

o,36 0 ,11

or23

0,36

0,48

0,36 o,125

45

0,415

0 ,315

0146

0,40 0r07

0r27

o126

0,48

0r34 or12

60

0,20

0,315

0,46

0,325 0,13

0r28

0,30

0,50

0136 O, l2
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Annexe 7 : Cadmium fixé en pmoles 10-6 bactéries en fonction du temps par des

bactéries témoins préparées à pH neutre en présence des réactifs de

blocage, et par des bactéries modifiées (essais de type 2 - protocole

du chapitre 4.7).

Temps
(m in )

Cd accumulé
par les

bactéries
témoins

_M
a

Cd accumulé
par les

bactéries
modifiées

_M
o

I

0,27

0,62

0r73

0r54 0r24

0r29

0 ,31

0 ,15

0,25 0,09

4

o1325

0,31

0r7 5

0,46 0r25

0,30

0r47

0,205

0,325 0,13

7

0,31

0r34

0,67

0r44 0,20

0,28

0,30

0r2l

0,26 0,05

10

0 ,315

0r24

0,68

or47 0 ,17

0126

0,30

0,2o

0r25 0,05

13

0r32

0,30

o,6o
0r4r 0 ,17

0,265

0r22

0,22

0,235 0,03

16

0,31

0,30

0,58

0r40 0 ,16

0,29

0,30

0r29

0,29 0,006

r9
0 ,33

0r34

0,55

0,41 0 r l 2

0,30

0r29

0,28

0,29 0,01

30

0,32

0,34

0,43

0136 0,06

0,285

0,29

0,16

0,245 0,07

45

0,325

0,35

0,41

0,36 o,o4
0,275

0,30

0 r 1 5

0r24 o,08

60

0r32

0r43

0,40

0,38 0,06

or27

0r775

0,18

0rzt 0,05
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9  -  RESUME
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Les bactér ies const i tuent un compart iment de Ienvironnement extrême-

ment important d'un point de vue quantitatif, mais surtout drun point de vue

qualitarif puisque ces microorganismes, qui sont le point de départ de la plupart

des chaînes al imentaires, sont capables d'accumuler,  de dégrader ou de transformer

des molécules toxiques. Ces réactions ne sont pas sans conséquences pour I'envi-

ronnemenr. En effet ,  I 'exemple de la méthylat ion des métaux par une populat ion

bactér ienne responsable dans le cas du mercure drune toxici té pour I 'homme

(maladie de Minnamata) et dans le cas du cadmium drune détoxi f icat ion par

volar i l isat ion, i l lustre de manière frappante le rôle act i f  de ces microorganismes.

Une étude approfondie des mécanismes mis en jeu par les bactéries dans les

réact ions d'accumulat ion et de transformation des molécules toxiques comme les

métaux largement rejetés dans I 'environnement,  devrai t  permettre dans certains

cas de l imiter la potent ial isat ion d'un toxique et peut-être de mieux ut i l iser le

rrsavoir- fairet t  bactér ien.

Dans cette opt ique, nous avons choisi  d 'étudier les mécanismes d'accumu-

lar ion du cadmium, choisi  comme modèle, par des bactér ies gram négat ives et

plus part icul ièrement le rôle des enveloppes bactér iennes dans I 'accumulat ion et

la toxici té du métal .

Notre travai l  s 'est déroulé en sept phases dist inctes :

1 -  Etude des cinét iques d'accumulat ion du cadmium par P. f luorescens.

2 -  Spécif ic i té de I 'accumulat ion du métal .

3 -  Mesure de la toxici té du métal  sur la croissance bactér ienne.

4 -  Recherche d'un mécanisme act i f  de transport  du cadmium.

Ces quatre premières phases const i tuent une approche globale de lraccu-

mulat ion du cadmium chez P. fLuorescens. Les trois phases suivantes cherchent

à caractér iser les structures et les si tes accumulateurs de cadmium ainsi  que

leur relat ion avec la toxici té de ce métal .

5 - Rôle des

6 - Rôle des

mium.

7 - Rôle des

mium.

exopolysaccharides dans lraccumulat ion et la toxici té du cadmium.

enveloppes bactér iennes dans I 'accumulat ion et la toxici té du cad-

groupements carboxyles dans laccumulation et la toxicité du cad-

Une étude générale de lraccumulation du cadmium par Pseudomonas fluo-

Tescens a tout drabord été réalisée sur des suspensions non proliférantes de ce

microorganisme.
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Des études cinétiques, sur une durée de 5 heures, de la fixation du

métal, par les bactéries en fin de phase exponentielle, ont été conduites en

présence de 2 mg/l en cadmium ajouté (CaCtr). Les dosages du métal restant en

solution par spectrophotométrie drabsorption atomique ont mis en évidence des

cinétiques d'accumulation du métal biphasiques. La première phase étant une

phase courre (15 min) draccumulation rapide (o,tz x 10-8 ug/min/bact.), et la

seconde étant une phase plus longue (plusieurs heures) de faible accumulation
1 1

(0,44 x 1o-" vg/minhact.).

En considérant cerre seconde phase comme un état dréquilibre, les valeurs

obrenues en f in d'étude cinét ique pour l raccumulat ion du métal  par 3 concentra-

t ions bactér iennes di f férentes drune même populat ion ont été interprétées en

rerme dr isotherme dradsorpt ion de type Freundl ich. Ainsi ,  I tobtent ion drune rela-

r ion l inéaire entre le cadmium f ixé par bactér ie et la concentrat ion en cadmium

restant en solut ion montre qurune part ie du métal  est dans un premier temps

adsorbé à la périphérie cellulaire. Ces résultats sont confirmés par les travaux de

BROWN et LESTER (1982) sur souche pure et par ceux de RUDD et al .  (1984)

sur boues activées.

Ltadsorption dtions métal l iques par les bactéries a souvent été décrite

comme un processus non spécif ique et, selon BEVERIDGE (1984), la paroi bacté-

rienne fonctionne comme une résine échangeuse de cations. Afin de mettre en

évidence la non spécificité de I'accumulation du cadmium chez P. fluorescens, des

effets compétiteurs du calcium, du magnésium, du zinc et du manganèse ont été

recherchés pour la f ixation de cadmium marqué. Ltaddit ion du cation divalent à

tesrer a été effectuée simultanément à l 'addit ion du cadmium marqué, to9ad, à

la suspension bactérienne en phase exponentielle dans du bouillon nutritif peptoné.

Un effet inhibireur sur I 'accumulation du cadmium (diminution de 60 %)

a été observé en présence de manganèse ajouté à une concentration 94 fois supé-

rieure à la concenrration du milieu témoin. Ces essais ont montré la non spécifi-

cité de Itaccumulation du cadmium puisque cette accumulation est diminuée en

présence de manganèse, confirmant ainsi les résultats de TYNECKA et al. (1981)

su StaphgLococeus aureus et ceux de HART et al. (t979) sur les algues. Par

conrre, Itabsence dteffet du zinc testé à une concentration 9 fois supérieure à

celle du mil ieu init ial est plus singulière puisqurune analogie cadmium-zinc a

souvenr été décrite (UtegOeR et RICHARDSON, 1980).
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Lradsorption non spécifique du métal à la périphérie cellulaire est cerres

lrun des aspects de la f ixation du cadmium par les bactéries, mais el le ntempêche

pas le métal dtatteindre des cibles plus internes membranaires et/ou cytoplasmi-

ques et de provoquer une toxicité.

Une toxicité du cadmium sur la croissance de P. fLuoreseens en milieu li-

quide stexprime à la fois en termes de diminution du taux de croissance et de la

production de biomasse en phase plateau ainsi quten termes dtaugmentation de la
phase de latence. La concentration inhibitrice à 50 % (CI 50) pour ces 3 paramè-

tres de la croissance est équivalente et voisine de 27 vM.

L'ef fet toxique du cadmium est très probablement dû à la f raction

intracellulaire ou tout au moins membranaire du métal. Il existe donc un mécanis-

me susceptible de permettre le passage membranaire des ions cadmium. Nous

avons recherché si ce mécanisme était consommateur dténergie pour Ia cellule

bactérienne. Plusieurs méthodes ont été utilisées parmi lesquelles Ieffet de la

température, d' inhibiteurs métaboliques et dtéléments nutri t i fs.

Dans un premier temps, les cinétiques dtaccumulation du 109Cd par

P. f luoreseens réalisées comparativement à 4oC et 30oC, nront pas permis de
mettre en évidence un quelconque effet de la température sur I 'accumulation du

métal. Cependant, la température nrest pas un critère idéal pour caractériser un

transport énergie dépendant puisque ce facteur esr susceprible de modifier la

composit ion et la f luidité membranaire (pRINGLE et CHAPMAN, 1981) et I 'emploi
drinhibiteurs métaboliques semble plus approprié.

Ainsi, deux inhibiteurs métaboliques ont été utilisés : le dinitrophénol
(o.N-f.;  inhibiteur du gradient transmembranaire de prorons et le dicyclohexyl
carbodiimide (OCCD) inhibiteur de lractivité ATPasique. En présence de DNp
1 mM, une diminution de 50 à 80 % du 109Cd 

accumulé a été obtenue. De la
même manière, la quantité d" 109cd accumulée par P. f luorescens était diminuée
de 40 à 70 % en présence de DCCD 100 u M. Toutefois, il esr apparu que ces ob-
servations résultaient avant tout de la complexation du cadmium par les inhibi-
teurs métaboliques eux-mêmes, complexation mesurée au moyen drune électrode
spécifique des ions Cdz* libres en solution (dans nos conditions expérimenrales,
60 % du métal ajouté était complexé au DNP ou au DccD). De ce fait, ces
résultats ne nous autorisent pas à conclure à un transport actif du cadmium chez
P. fLuorescens et mettent en cause les travaux de TYNECKA et al. (tggt) qui
rapPortent lfexistence drun transport actif du cadmium chez Staphyloeoccus aureus
dans des conditions expérimentales ou 90 % du métal ajouté est sous forme com-
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plexée aux inhibiteurs métaboliques- En ce qui concerne nos expérimentations, un

troisième rype d,essai a été réal isé comparant l raccumulat ion du 
109Cd par

P. fluoreseens en absence et en présence de molécules nutritives (apportées par

un bouillon peptoné). Ce type dtessai réalisé après ajustement des concentrations

en ions Cd2+ l ibres, nra pas permis de mettre en évidence l 'énergie dépendance

de I 'accumulat ion du cadmium chez P. f luorescens.

En Itabsence d'un rransport énergie dépendant, les enveloppes bactériennes

sonr suscepribles de jouer un rôle privilégié en termes à la fois de piégeage du

cadmium et de protect ion des cel lules contre la toxici té du métal .  Aussi,  nous

avons tenté dtévaluer ce double rôle pour les exopolysaccharides, la membrane

externe et le peptidoglycane des bactéries gram négatives.

L'influence des exopolysaccharides a été évaluée avec KlebsieLla aeroge-

nes K54 A3 et son muranr K54 A3 (0),  souches respect ivement fortes et taibles

productrices dtexopolysaccharides. La production drexopolysaccharides étant fonda-

menralemenr le seul cr i tère di f férenciant les deux souches de KlebsieLLa, la com-

paraison des quantités de métal retenues par ces deux souches illustre, pour des

concentrat ions en cadmium ajouté de 0.1 et 1 mg.l- l ,  la capacité des exopolysac-

charides à f ixer le cadmium.

Au-delà de t  mg.l-1 en cadmium ajouté, le mutant faible producteur

drexopolysaccharides accumule plus de cadmium que la souche sauvage. Paral lèle-

ment,  des essais d' inhibi t ion de la croissance de ces deux souches de KLebsieLla

ont permis de déterminer,  sur deux mil ieux nutr i t i fs di f férents, la plus faible

sensibi l i té de la souche sauvage (7 fois plus d'exopolysaccharides) au cadmium.

I l  a donc été démontré, en accord avec les travaux de BITTON et FREI-

FIOFFER (tgZg) que les exopolysaccharides sur le modèle KlebsieLla aerogenes

ont un rôle accumulateur du cadmium avec, a contrar io,  pas dtef fets toxiques

secondaires.

Lr importance des autres enveloppes bactér iennes ( membrane externe et

pept idoglycane) dans ces processus d'accumulat ion et de toxici té a été déterminée

indirectemenr par des tests comparat i fs sur des bactér ies ent ières (notées C),

des bacrér ies sans membrane externe appelées muréinoplastes (M) et des proto-

plastes (P) préparés selon la méthode de FORSBERG et al .  (1970).  Nous avons

appliqué cette méthode de préparation à des cellules de P. fT,uoreseens ainsi qu'à

des cel lules dtALteromorlas haLopLankt is.
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Dans tous les cas, les résultats présentés sous forme dtisothermes de

Freundlich mettent en évidence, par Itobtention de relations linéaires entre le

métal fixé par bactérie et le métal restant en solution, lradsorption du cadmium

à la périphérie cellulaire des trois types de bactéries (C, M et P) i.e. au niveau

de la membrane externe, du peptidoglycane et de la membrane plasmique. Toute-

fois, la comparaison de ces isothermes entre eux nra pas permis de mettre en

évidence une différence draccumulation entre les 3 types de cellules testés même

à des concentrations en cadmium ajouté comprises entre 5 ug.l- l  et 5 mg.l- l .  R

ce propos il est vraisemblable que les étapes dtextraction des enveloppes bacté-

riennes génèrent des sites dtadsorption du métal qui ne lrétaient pas auparavant.

En paral lèle, la sensibi l i té au cadmium (r rg.l-1 en métal ajouté) a été

évaluée sur les bactéries entières, muréinoplastes et protoplastes, par des mesures

d'activitésrespiratoiresspécifiques. Chez les deux souches étudiées P. fluonescens et

A. ha\,opLanktis le plus fort pourcentage d'inhibition de la respiration est observé

pour les protoplastes 4416 % et 5715 % respectivement. Par contre, il semble que

la membrane externe soit I 'enveloppe la plus protectr ice vis à vis de la toxicité

du cadmium, la respiration des bactéries entières étant diminuée de l9r5 % et

4r9 % et celle des muréinoplastes de 43,5 % et 4213 % pour P. fLuorescens et A.

haLoplanktis respectivement. Il est toutefois difficile dans ces observations de

faire la part entre Iteffet des enveloppes él iminées et le rrstress'r subi par les

cellules lors de leur préparation.

Quels sont les sites de fixation du cadmium ?

Selon la l i t térature, les groupements phosphates présents dans les struc-

tures membranaires et les groupements carboxyles du peptidoglycane et des pro-

téines part icipent à la f ixation du métal (peRntS et BEVERIDGE, t984 ; DOYLE

et  a l . ,  1980) .

Lrinf luence de ces derniers a été déterminée en bloquant chimiquement

les carboxyles à pH acide par un carbodiimide et une amine primaire (éthanola-

mine) selon la méthode uti l isée par DOYLE et al. (1980) sur des parois isolées

et purif iées.

Ainsi, la f ixation d" 109Cd par les.bactéries modif iées (sites carboxyliques

bloqués) esr significativement plus faible (38 % de diminution) que celle des

bactéries témoins montrant la participation des groupements carboxyles dans

lraccumulation du cadmium chez P. f luorescens, cette observation est con-

firmée sur des bactéries préalablement tuées par un traitement au cyanure. Par

contre, les mesures respirométriques ef fectuées en parallèle ne permettent pas

d'observer une différence de sensibilité au cadmium chez les bactéries modifiées

ou non.



- t 66 -

Ce travail  a permis dtexpliciter en part ie les mécanismes draccumulation

du cadmium chez des bactéries gram négatives P. fLuorescens, K. aerogenes et

A. halopLankti,s. En particulier, il illustre dans le cas des enveloppes bactériennes

le hiatus existant entre l faccumulation et la toxicité drun métal et la nécessité

dtapprécier systématiquement ce double aspect.

De plus, la démonstration dtune accumulation du métal par les bactéries,

rapide, non spécifique, non énergie dépendante, importante au niveau des exopoly-

saccharides; qui ont simultanément un rôle de f i l tre protecteur, peut trouver une

application directe dans I 'optimisation de réacteurs industriels destinés à lrépura-

tion des eaux chargées en métaux.
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Activ i té respiratoire des muréinoplastes et protoplastes de A. halo-

p\anktLs en présence de cadmium (* mg )Z/Umin x 10-4, les écarts-

types sur 3 déterminations sont donnés entre parenthèses ; *'t mg
1 1

O2/min/10^' bacr.).

Résultats dranalyse de var iance, réal isée à part i r  des valeurs obte-

nues pour l raccumulat ion du cadmium par des bactér ies témoins

préparées à pH acide en absence des réactifs de blocage (essais de

type 1).  (Valeurs portées en annexe 6).

Résultats dtanalyse de var iance réal isée à part i r  des valeurs obte-

nues pour I taccumulat ion du cadmium par des bactér ies témoins

préparées à pH neutre en présence des réactifs de blocage (essais

de type 2).  (Valeurs portées en annexe 7).

Respirat ion de l 'oxygène (mg 02/mir, /1011 bact.)  par P. f luorescens

exposés ou non au cadmium : comparaison de bactér ies dont les

groupements carboxyles ont été bloqués (bactér ies modif iées) et de

bactér ies non modif iées ( témoins).  (essais de type 1).

Respirat ion de lroxygène (me 02/min/t011 bact.)  par P. f \uoneseens

exposés ou non au cadmium : comparaison de bactér ies dont les

groupements carboxyles ont été bloqués (bactér ies modif iées) et de

bactér ies non modif iées ( témoins).  (essais de type 2).


