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L'aocumulation des daux par les cellules bactériennes est un phénomène largement re -

connu, dont les méffimes sont reldvérent mal éhrcidés.

I-es enveloppes cellulaires, stnùctures très complexes, frontières entre le milieu extra ot
intracellulaire, jouent obligatoirement un rôle fondarnental dans cetto accumulation. Elles re-
pésenænt à la fois une zone de fixation ct une barrière partielle à la fnétation des ions métal-
liques ct leur capacité/comporteænt sont relativeûrent mal connus.

Ainsi il est appanr nécessaire d'évaluer:

a) la capacité d'accumulation de métaux, cadmium, nickel, cuivre et zinc(Cd2*, Ni2*,
Cu2*, Zt?\ de trois structures isolées (membrane externe. peptidogl)rcane. membra-
ne cytoplasmique) à partir d'une bactérie ubiquiste environnernentale Pseudontonas

fluorescens

b) les siæs de fixation de ces métaux

c) la fraction dTons métalliques maximale extactible à partir de bact&ies et

d) la possibilité dbxtaction des métaux fixés à une biomasse bactérienne (boues activées
d'une station d'épuation d'eaux usées urbaines).

L'analyse bibliographique (Ctrapitre 2) de ce documentprésente la classification, I'origi-
ne, la forme et la disribution dans I'environneûrent des quatrÊ métatx utilisés dans ce ra-vail ;
les stnrctures bactériennes misss en cause dans I'accumulation des métaux et leur isolement ;
les mécanismos connus d'accumulation et leur expression mattrématique ; enfin les techniques
dbxtraction des métarx fixés aux biomasses.

La phase exffrimentale proprËment dite (Chapire 3) s'articule au tenne d'une présena-
tion du maÉriel et méthodss utilisés, selon quatrre volets :

- mise au point d'un protocole de séparation des enveloppes (membrane externe, pepti-
doglycane et membrane cyoplæmique) &, Pseudottonasflrnrescew utilisé comme modèle

- accumulation de métaux (cd2+,1Ji2+, çg2+ ,7rl+)par chacune de ces structures et
expression des résultats selon le modèle de Scarchard afin de classer les métaux et les structu-
res selon leru affiniÉ rcliative
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- mise en évidence par blocage chimique, du rôle {eqerolqqriglrtlcjq!,9,(Ilques dans

cerefixation

- exnaction parl'acide niriloriacétique (N.T.A.) des métaux (Cd2+, Cu2+, 7sf*1,àpar-

tir de biomasses contaminées en laboratoire après ou pendant croissance (Pseudorrcnas flw-
rescens ) ou surle terrain Ooues activées des stations dépuration deMËfiLetBORDEAIIX).

Après discussion des résultats (Chapitre 4),les conclusions (Chapitre 5) tentent de faire

ressortir le double rôle des enveloppes bactériennes, quasiment à part égale,de siæ de fixation

et de barrière à lbxtraction du dtal.
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2. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE
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L'analyse bibliographique a pour objet principal de présenter les métaux étudiés, cad-
6itrm, nickèI, cuinre ot zinc (Cdz*,Nir*; Or2*, ZaT,leurs différentes classifications, leur
production et leur consommation, leur présence dans I'environnement (aquatique et boues de
stations dépuration).

Iæ deuxième volet de cette analyse concerne le matériel biologique utilisé et plus préci-
sément les strucûues impliquées dans la biosorption des métaux, leur isolement, (dans notre
cas les enveloppes bactériennes dePseudomonosflwrescew)ainsi que les mécanismes de la
biosorption. Finalement sont analysées les capacités d'accumulation des enveloppes bacté-
riennes, les facteurs qui influencent cette accumulation, et I'extraction des métaux par des
agents chimiques.

2.1. LES METAUX

Le cadmium,le nickel, le cuivre et le zinc (métaux bivalents appartenant à la classe in-
æmrédiaire selon NIEBOER et RICHARDSON, 1980) ont été r€tenus dans nore étude.

2.1.1. Place dans la classification des éléments métalliques et spéciation

A lheure actuelle, trois classifications principales ont été établies potr évaluer les pro-
priétés physico'chimiques des métaux : MENDELEIEV, AHRLAI{D, et NIEBOER et RI-
CHARDSON.

La plus ancienne est celle de MEI{DELEIEV. Le classement repose sur le numéro ato-
mique de chaque élément qui traduit de fait la valence d'un ion métallique et la capacité d'ac-
cepterdes élecffins d'une molécule ou d'un groupe donneur. Dans la classification périodique
des éléments, le cadmium et le zinc appartiennent au grcupe IIB, le nickel au groupe VItr et le
cuiwe au groupe IB. Pour le cadmium et le zinc toutes les couches élecnoniques sont satu-
rées, sauf la plus exteme qui possède seulement 2 électrons. Dans le cas du cuivre, cette cou-
che possède seulement un électnon, et IDur le nickel, les deu dernières couches sont insatu-
rées avec respectivemcnt 16 et 2 élcctons. La forme stable du Cd' du Zn, et du Ni se caracté-
rise par ure électrovalence de 2, le Cu, quant à lui, présenæ 2 foræs stables d'électrovalence
l et2.
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Une deuxième classification a été envisagée pour classer les métaux, à partir d'auues cri-

tères que la position dans le tableau théorique périodique des éléments.

Ainsi le cadrnium, le zinc, le nickel et le cuivre ont été souvent classés dans la caégorie

des "métaux lourds" ou encorc dans celle des "métaux traces" sans avoir jnmais défini préci-

sémentces t€nrrcs. Parconue le travailde AIIRLAND (1958) difié paTPEARSON (1963),

classe les éléments selon la dureté des ions métalliques. Iæ principe rcpose sur la capacité de

former dcs liaisons avec F ou OH- et autres anions oxygénés. Cette classification est plus in-

téressanæ parce qu'elle permet de présager de I'afflnité des métaux pour les molécules biolo-

giques. Ainsi selon la classification des acidss d€ LE\ryIS présentée par PEARSON (1963), le

cadmium se situe parmi les ions doux capables de former des liaisons tnès foræs avec CN-,

RS-, Sff, RNH2, mais ne formant pas de liaisons avec F.. Le Cu2+, Ni2+, Zn2+ se situent

dans une classe inærmédiaire.

Enfin la troisième classification, proche de laprécédente, et la plus récente, est celle de

NIEBOER et RICHARDSON (1980). Le principc rcpose sur I'affrnité du métal pour un O?e
de ligand. Ainsi sur la figrue I les métaux sont épartis en tois classes A, B et intermédiaire.

Les métaux appartenant à la classe A se lient préfércntiellement au( macromolécules et aux li-

gands qui possèdent des atomes d'oxygène. En général, les ligands ptéférés de la classe A

sont: Il, OP', OH', H2O. La classe B comprend ceux qui ont une affinité pour I'azote et le

soufre. Iæs ligands préférés par les métaux de la classe B sont : H-, I., R- (CH3, CH3CH2,

etc...), CN-, CO, S2-, RS-. La classe inærmédiaire dans laquelle le Cd2+, Ni2*, ç,|!+,VP+

sont classés, correspond aux éléments qui ont une affinité à la fois pour I'oxygène et pour le

soufrre et pour l'azots (Iableau l). Iæs membres de la classe B et cetx de la classe intermédiai-

rc sont co'mparables en charge et en taille et produisent les mêmes complexes.

La différence entr€ les æmbrcs de la classe A et les memb'res de la classe inærmédiaire a

été éablie en utilisant la protéine concavaline A, laquelle présente deux sites de fixation St et

Se ; la classe A se fixe au siæ $2 tandis que les membres de la classe int€rmédiaile se fixent au

site St

La différence entrË la classe B et la classe intermédiafue est moins évidente, mais elle a

été établie en utilisant le D-pénicillaminatc, chélaæur possédant plusieurs siæs actifs (S-, NH2,

o-).
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Tableau 2: Sites de fixation des métaux dans les protéines (d'après NIEBOER

et RICTIARDSON, 1980).

ayant de l'affinité pour
les métaux de la classe B

ments fonctionnels ayant de I'a
pour les métaux de la classe A

héÉrocycles azoÉs :

imidazole, bascs nucléotidiques

R-C-oR R-NH.C.R

I
R-C-OH

I
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Les sels de cadmium sont tnès solubles dans lbau, en particulier le chlonrp (1400 g/l à

2QoC), le nitraæ (1090 g^ à 0"C) et le sulfate Q55 glà 0"C). Pu contre, les hydroxydes et les

carbonates sont insolubles ce qui entraîne une précipitation du cadmium lors d'une élévation

de pH (BOITRG, 1984 ; LâJ.E.E., 1978). Avec I'anhydride sulfureux ou le sulfure de so-

dium, 1r çslmirrm prÉcipiæ lnur donner un sulfate de cadmium insoluble, jaune, ce qui en fait

un représentant des métaux dits "lourds".

Iæ cadmium pésenæ égalercnt des propriétés catalytiques, ses dérivés agissant coûrme

catalases et pe,roxydases dans un certain nombrc de réactions biologiques, telle la polymérisa-

tion des oléfines.

b) I-e nickel

Le nickel (Ni) est un élément de numéro atomique 28 et de masse atomique 58,71. L€

prduit nanrel est formé de 5 isoopes stables d'abondance en pourcentag€ variable.

Le nickel est connu depuis des siècles à létat d'alli4ge, notaûrment avec le "pacltrng"

chinois (5O,6Vo Aa; t3,18% Ni ; le reste étant constiuré de zinc ou détain). Ce métal diva-

lent est gris-blanc et peut prendre un beau poli. Le nickel est malléable, mais cassant quand il

contient du soufr,e. Le point de fusion le plus probable est 1455oC (pour un nickel ù99,84Vo).

Iæ point débullition est 2430oC (sous 30 mm Hg) et 3O75oC sous 760 mm Hg.

Iæ nickel présenæ surtout les valences 2 et 3, très rarement les valences I et 4. A côté de

ses sels habituels il entre durs la constinltion de nombreux corylexes (on en connaît plus de

3000) courme lhydnre NiH2 et le nickel-carbonyle Ni (C0)4. Iæ nickel est remarquable à

cause de ses propriétés catalytiques ct notaûrment pour réaliser des hydrogénations, des dés-

hydrogénations, des oxydations. La valence (II), la plus fréquente, est caractérisée par un ca-

tion Ni2+ vert et diversement hydraÉ. Sous cette valence, le nickel se rapproche beaucoup du

cobalt, du fer, du zinc, du manganèse et du cuivre divalents. Les sels simples sont verts et

présentcnt dans lbau une bande d'absorption dans I'ultraviolet vers 390 nm et une autrp bande

dans le rouge vers 680 nm. Parmi les sels les plus importants on peut citer I'oxyde salin

Ni3O4,le chlonue vertNiCl2. ffizO, etle sulfire NiS.

L'acide cblorhydrique,l'acidÊ sulfiuique, l'acidÊ niuique éændu,l'acide phosphorique,

lbau régale, I'acide chromique, les solutions d'alu-fenique attaquent plus ou moins vite le ni-

ckel (AUGEReld- 1970).
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c) Le cuivre

Le cuivre (Cu) est l'élément chimique de numéro atomique 29, de masse atomique

63,54et dc volume atomique 7,12 c#,Il a deux isotopes : 63Cu, 65Cu. Sa valence peut êtne

de1ou2 .

Le cuivre est I'un des métaux le plus anciennement connu. Cetæ antériorité du cuivre,

nalgré la rareté relative de ses minerais, est due à I'exisænce de cuirrre natif à la surface du sol

et à la relative facilité de réduction du métal à partir de ses minerais oxydés ou sulfurés.

La masse volumique du cuiwe est 8,94 glt 3 à 20oC, sa chaleur massique 0,W2

kcallkg de 0 à 100oC, sa temffrature de fusion l083oc, sa æmpérature débullition 2310 à

2325o}sous 760 mm Hg et sa condtrctibilité thermique 335 Kcal.m/m2.h.oC.

Le cuinre est caracÉrisé par une faible réactivité chimique. Son poæntiel normal d'oxy-

dation Cu + Cu2+ est dc 0,340 t 0,001 V à 25oC. La chaleu d'oxydation du cuivre en Cu2O

esr dc 38,5 callmole (606 caVg de cuirne). Iæs principaux états d'oxydation du cuiwe dans ses

composés sont +1 et+2.

Il se combine facilement avec les halogènes. Il révèle une affrnité particulière pour le

soufre et polu le sélénium. Il ne réagit pas avec I'azote, même à hauæ tcmpérature. Il ne se

combine pas directement avec le carbone mais peut remplacer I'hydrogène dans l'acétylène

potrrdonnerde I'acétylure cuinreux 6zQou cuiwique CuQ.

Moins élecropositif que l'hydrogène, le cuiwe est dissous uniquement par les acides

oxydants coflrrle les acides nitriques et sulfuriques, avec la formation d'e sels cuiwiques.

Les composés cuinreux (Cu*) sont incolorcs et tous insolubles dans I'eau. Toutefois,

quelques-uns peuvent êue portés en solution à l'état de complexes. Les composés cuiwiques

(Cu2*) dérivés des acides forts sont solubles dans I'eau et complèæment dissociés dans les so-

lutions diluées. LTon Cg2+ hydraté est coloné en bleu et cetto coloration est également présente

dans la plupaxt des sels cuiwiques hydratés.

Le chlor'ure cuivriqræ CuOz sbbtient en dissolvant I'oryde ou le carbonaæ dans I'acide

chlutry&iqrc ; le sel antrydre est jaune,le sel hydraté bleu,la solution concenEée verte.
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Le cuirne peut se combinerpourformerdes composés 6rye: CuSOa, Cu2O2, CuCl()s

Cu (OH)2 = I'azurite, le chryrocôllè CuSiO3.2H2O, la malachite CuCl)3.Cù (ODzJa bornite

Cu5FeSa ... (AUGER etaL, 1970).

d) Le zinc

Le, zinc (Zn) est un métal blanc bleuâtre de densité 7,14, de numéro atomique 30, de

rnasse aromique 65,38, de masse volumique 7133Kglm'3 à 25oC. Sa æmpérature de fusion

est de 4l9,5oC et sa température d'ébullition 907oC. Il possède 5 isotopes stables, d'abondan-

ce en pourcentage variable.

Iæ zinc en solution, ainsi que ses composés, se trouvent toujours à l'état d'oxydation

+2.En solution aqueuse, le zinc a ændance à former des complexes covalents avec les molé-

cules d'eau pour donner des ions tétrahydratés. l,orsque la solution devient basique, I'hydro-

xyde de zinc Zn(OlD2précipite. En solution fortement basique, ce composé se dissout en

donnant l'ion zincate qui peut exisær sous les formes hOz- ou H ZnO2-. Dans certaines

combinaisons chimiques comme le sulfure, le séléniure, le tellure et I'oxyde, la plupart des

liaisons formées sont covalentes.

Le ancse combine avec différents éléments dont principalement :

les halogènes (chlonre, bromure, iodure très solubles dans I'eau, fluorure insoluble

dans lbau)

lbxygène (oxyde, hydroxyde, peroxyde)

le soufre (sulfirre, sulfaæ)

le phosphore (orttrophosphaæ)

le carbone (carbonate très répandu dans la nature sous forme de cala-ine et

smithsoniæ)

lc silicium (orthosilicate).

L'ion zinc forme également un grand nombre de complexes avec les composés organi-

ques. Il présene un carac'tè'!€ nettement amphotère.

En milicu non oxydant, les acides attaquent le zinc à une vitesse qui dépend de la pureté

du zinc, mais I'acids niuique attaque le zinc quelle que soit sa pureÉ (AUGER ei aL, 190).
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2.1.2. Production et consommation

a) Cadmium

La production du cadmium est liée à celle du zinc (95%), et un peu moins à celle du

plomb et du cuirne (5%). Pour une tonne de zinc produiæ, on obtient 3,4k9 de cadmium. La

quantité de cadurium produiæ a considérablement augmenté au cours du )O(e siècle, et il en

résulte que les métallurgies du zinc, du plomb et du cuivre produisent à elles seules, tout le

cadmium utilisé industiellercnt dans le monde.

La récupération du cadmium, comme sous-produit de ces métallurgies, était, dans le

passé, moins soignée que de nos jours à cause des imporanæs demandes du marché et de son

prix (environ 12 fois celui du zinc). I-es principales utilisations du cadrnium sont : le cadmia-

ge,la fabrication de colorants, de piles (Cd-Ni), de plastiques et d'alliages.

Les fumées et les poussières qui proviennent du grillage et du frittage des concentrés,

ainsi que des opérations dp réduction, contiennent en plus des teneurs assez importantes de

cadmium, du plomb, du zinc, de I'arsenic ainsi que d'autres éléments. Ces matériaux sont

oxydés et lessivés avec des solutions acides dans lesquelles le cadmium est pécipité, puis raf-

finé en le refondant avec la soude caustique pou éliminer le zinc et les autres imFuretés encorc

présentes.

' Dans les procédés électolytiques dbxtraction du zinc, de ses minerais, le cadmium pré-

sent est récupéré, dans la phase de purification de solutions à électrolyser, par cémentation

avec de la poussière de zinc. Le Foduit obtenu dissous est électrolysé dans des bacs mufs de

cathodes daluminium et d'anodes insolubles en plomb contenant lVo datgent. Le cadmium

déposé à la cathode, ainsi obtenu, est à nouveau fondu, et le métal résultant a une pureté de

99,95Vo.

Les projections faites à partir de divers indicateurs économiques (BEAUJEU-

GARNIER el gt, 1988 ; CIHLMIN et GOMBEAUD, 1988) Epntent que la demande globa-

le de cadmium sera peu modifiée dans le futur, mais que les utilisations, par contre, vont

changer.Iæs secæurs capables d'acclolue letus besoins en cadmium sont en particulier la fa-

brication de batæries (cadmium-nickel) ct de pigments (HIS0)CIç 1983). D'autnes utilisa-

tions, encorc peu importanæs, ssrontliécs au dévelop'peæntdcs nouvcllcs sourccs d'énergie,

coûrme par exemple le sulfure de cadmium qui enre dans la composition de cellules phoovol-

talqucs et des banps de cadmium (métal) utilisées dans le contnôle des réacteurs nucléaires par

suiæ de leur grande capacité dabsorption des neutnons.
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Les pays les plus industrialisés produisent à l'heure actuelle 12 à 15000 tonnes de cad-

mium pr il, mais les besoinC mondiàux de cadmium métal ont déjà augmenté [e 307o en

1986. En 1987 la consomationaétÉestimée à 16000 tonnes contre une production rnondiale

de I'ordrc dc 15000 tonnes.

Alors que les principaux centres de production de cadmit'm recouvîent les zones où le

zinc est extrait et fondu, le cadmium est essentiellement utilisé dans les pays industrialisés.

Ses principaux utilisateu$ sont les Etats Unis,la Belgique,la RF.A.,le Japon, le Royaume

Uni et la France. Ces pays représenænt plus de 807o de la consommation du monde occiden-

tal.

En France la consommation de cadmium a suivi un courant de progression tès impor-

tant, surtout dans les usages pour les accumulateurs avec une nette au$rpntation dans la con-

sommation mars un affaiblissement dans la production.

b) Nickel

Dans la métallurgie,le choix du procédé dbxraction du nickel estprincipalement déter-

miné par la nature du qinerai dÊ dépafl Orr peut avoir à préparer de petiæs quantités de nickel,

notamment pour servir dc catalyseur. Il est alors possible de dissocier audessus de 180oC du

nickel-carbonyle (c'est une phase de préparation industielle). Le nickel-Raney est préparé en

fabriquant un alliage nickel-aluminium à poids égaux, puis en le pulvérisant et en I'attaquant

au-dessus de 100oC par une solution de soude ù30%. Quel que soit le modÊ de préparation, le

nickel est sensible à lhction de divers "poisons" : soufre, sélénium" tcllure, arsenic, an-

timoine, bismuth, zinc, mercure, plomb, halogènes, ammoniac. Inversemcnt, des oxydes

cornme ThO2, Al2O3, Cl2q, améliorcnt I'activité catalytique du nickel ou pennettent un dé -

clenchempnt rapidc des réactions.

L'emploi du nickel comûre élément de base pour la fabrication d'alliages est connu de-

puis 1905. Parmi les nombreux alliages de nickel on peut distinguer deux groupes : les allia-

ges non ferreux et les alliages ferrreux.Iæs alliages à base de nickel peuvent ête obtenus soit

par firsion (dans fair, dans une amosphère de Euineræ ou dans le vidc) dans des fours, soit

selon le prooédé plus récent de fiuago.

Iæs alliages dc nickel sont obtenus dans les formes normales des demi-produits et des

coulées et ils peuvent êtrc travaillés selon les prrocédés habituels.
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Qge ce soit en matière de production minière, ou après traiæment des minerais, de pro-

duction de mattes de nickel et de ferronickel, les deux principaux pays protl-ucæurs sônt le Ca-

nada et la Nouvelle-Calédonie. Les matæs et les ferronickels élaborés en Nouvelle-Calédonie

sont dans leur majorité, expédiés vers la France qui ne dispose sur son ænioire rnéuopolitain

d'aucune ricssource en minerais de nickel ; les mattes de Nouvelle-Calédonie contiennent plus

&75Vo de nickel.

6t%o de la production de nickel sont destinés à la métallurgie ferreuse, dont 597o pour

les aciers inoxydables, réfractairrEs ou dc construction ; la consommation rcste toujours con-

centrée dans les grands pays industialisés qui représenænt plus de9Ù%o de la consommation

totale. Lc nickel métal est utilisé dans la production d'aciers, de fonæs alli{ss, dc demi-

produits en métaux non feneux" dans la galvanoplastie et dans la production de flans monétai-

res.

L'année 1987 aconnu la plus fonte progression du prix du nickel. La demande en prc-

venance des aciers sffciaux inoxydables représente 55Vo des débouchés du nickel. En 1987,

on estime que la production dacien qpéciarx du monde occidenal aura atteint 8,95Vo millions

de tonnes ; laproduction d'aciers spéciaux a augmenté de3Vo chaque année. En 1987,les be-

soins des aciers spéciaux auront fait passer, dans les pays occidentaux, la demande du nickel

de 547 000 tonnes à 610 000 onnes.

Dans ces conditions, tout au long de I'année, l'écart enue la demande et la production

n'a cessé de croître. Alors que les excédents avaient attoint 15 000 tonnes en 1986, le déficit

éait estimé à 40 000 tonnes pour I'annéc 1987.

c) I-e cuirtre

Gén&alement, lbxtraction du cuivre se fait à partir de minerais sulfurés, 50% àpartir de

la chalcocite etZï%o environ à partir de la chalcopyrite. Iæ minerai concentré contenant 15 à

30% dÊ, cuirrre est quelquefois grillé afin d'élimin€r une partie du soufre et de certains élé-

ments contaninants tels que I'arsenic, l'antimoine ou le bismuth. Dans la métallugie du cui-

rne exisæ une série de réactions : fision pour mattÊ, transformation de la matte, affinage ther-

mique, affnage électnolytique, pour obænir finalement des forres sous lesquelles le cuirne est

comrercialisé.

Iæs différenæs qualiÉs commerciales de cuinre se distinguent qssentiellement par leurs

teneurs résiduellcs en oxygène et en phosphore qui déterminent leurs possibiliés d'emploi et

ds misc en oeuvrc. Cc sont par exeryle les : cuirrres raffrnés contenaot dc lbxygène, surtout
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utilisés en électroæchnique et mfanique, les +i:sqsiqqés désoxydés aulhgsplore ; cette

forme se pÉtant particulièrement bien aux opérations de matriçage, d'emboutissage, de sou-

dage ou en mécanique pour les applications ne nécessitant pas une conductivité élecrique très

élevée : les cuirnes raffrnés exempts dbxygène, cuivres faiblement alliés, cuirrres alliés : lai-

tons avec du zinc, bronzes avec de l'étain, cuprc-alt'miniums, cuprc-nickels...

' I-aconsommation mondiale de cuir.re, en hausse de 4%,a atteint 8,6 Mt. La production

n'ayant augrnenté que de O,3Eo,elle entralns uns diminution dans les stocls. 1987 a été, pour

le cuirae, la quatrième année consécutive de déficit (dbnviron 90 000 tonnes). En moyenne de

lg&à l9Z3,lerythme annuel de progression de la demande a atteint dans les pays industia-

lusê,s99%; aux Etats Unis et dans les nouveaux pays indusrialisés I'augmentation fut encore

plus forte : L697o.

d) I-e zinc

l* znc est un métal couramrnent répandu sur le globe. Il se trouve pratiquement tou-

jours au niveau dcs gisements dc plomb.Iæs principaux minerais de zinc sont la blende, la

sphariliæ (sulfures) et la calamine. La æneur moyenne en zinc de la lithosphère est de I ppm

environ.

l* nnc est utilisé dans la production de demi-produits : zinc laminé, feuilles, ban-

des de fils ; pou la galvanisation dans lTndusrie automobile dans la protection contre la cor-

rosion ; dans la production des alliages de fonderie ; dans la production de produits chimiques

et div€rs.

Au cours de 1987,lademande mondiale de métal a augænté dc 100 Kt, pour sétablir à

5 Mq contre 492Mten 1986. La production a suivi ce mouvement, puisqu'elle est estimée à

52 Mt en 1987. Par conue la consommation de zinc de premiùe fusion sur le marché français

a été inférieure dc 13 031 tonnes en 1987 pûrappon à 1986, soit une réduction de 5Vo.

2.1.3.
nÊr-0qtleliqrcs

La préscnce dcs métaux dans les écosystèms aquatiques cst liéc à des phénomènes na-

nriels etlou anthropiques.
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En effet la contamination des eaux continentales superfrcielles résulte de la pollution di-

recte des cours deau (rejets industiels), -uit aussi des pécipitatiôns et des retombées résul-

tant de la contamination atmoqphérique, et des ruissellements des eaux sur les sols entraînant

les polluants accumulés en surface... De fait, toutes les émissions des métaux dans I'atmos-

phère se rctrouvent à plus ou moins long ærme, pou une certaine part, dans les eaux.

L'estimation quantitative objective de la contamination des eaux paf, les métaux est très

diffrcile comparativement à une approche qualitative, car la répartition des métaux dans I'envi-

ronnement est extrêmement hétérogène, et de plus les chiffres rapportés dans la littérature

prennent rarement en compte les différents états ory'et formes physico'chimiques de ces élé-

ments : formes dissoutes, formes non dissoutes finement dispenées ou colloides, formes non

dissoutes grossièrement dispersées ou particulaires, formes liées aux sédiments, formes fixées

par les organismes aquatiques.

Dans les earx naturelles, ces formes dépendent du pH, de la nature et de la qualité des

matières en suspension, de la forme ionique (salinitQ, de I'espèce chimique en jeu, de la æm-

pérature du milieu, et leur stabilité dépend du poæntiel d'oxydoréduction environnanl

Ainsi, par exemple, le cuivre est associé principalement à la matière organique ou col-

loides organiques, avec les carbonates, cyanues, amine4si6ss, polypeptides et substances

humiques (STIFF, lnD. Le cadmium exisæ entièrement associé aux formes ioniques et le

zinc peut se trouver sous formes ioniques labiles ou sous formes stables inorganiques (FLO-

RENCE, 1977).

Les différenæs espèces métalliques présentes dans l'eau en fonction des conditions

physico-chimiques du milieu sont rapportées dans le tableau 3. Au cours des années, l'étude

des espèces métalliques a mieux pris en compte le rôle joué par les factetrs de I'environne-

ment. Ainsi l'évolution des données pésentées dans le tableau 3 laisse voir que les autetus,

de ZRINO et YAIVIAMOTO QnD à MOIMT et BOURG (1983), se sont intéressés cha-

que fois à des variables plus nombreuses et complexes pour approcher d'ure manière plus fi-

dète le problème de la spéciation des métarx. Toutefois, pou la plupart des métaux, les for-

mes adsorbées prédominent dès qu'il y a présence de matière en suspension.

En ce qui conceme la saliniÉ, HAHNE et KROONTJE Qn3) monE€nt le rôle des ions

Cl- sur les métaux Qes corylexes CdCl+ se forment à panir d'une concentration de 10-3M en

Cl'et pour le zinc de 10-2M). ARINO et YAI\,IAMOITO $n2) ont élargi cetto r€cherche en

énrdiant la spéciation des métau dans I'eau de mer vis-à-vis des anions (Cf, SO42-, HC\)3-,

Ce2-, OH ) ; le Cd2+ réagissant préférentiellement avec Cl-,le Cu2* et lezr?+ avec OH-et

cr.
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A partir des énrdes de SIJI{DA ei eL (1978) et ENGEL et FOWIÆR q979)l la relation

entre la salinité et la fomration des complexes a été montÉe, notamrænt dans la fomration des

chlonues (dÊ Cd2+, Ni2+, Cu21z*\.

Le pH est un facæur physice'chimique important ainsi que la composition du milieu.

Ainsi la teneur en C032; SO42-, Cf, PO43-, BO3- ou en substances organiques type : amino

acides, protéines, acides humiques et autes méaboliæs, modiÉent la forme chimique du métal

en solurion (SIPOS elgL, 1979). D'autres auteurs ont étudié les mêmes relations de comple-

xation avec des chélateurs type EDTA, NIA, DTPA et leur influence sur le comportement

chimique des métaux (RASPOR el d- L977) ou la relation entre les cations métalliques et les

groupes fonctionnels COOH des composés aromatiques (STtlMM et MORGAN, 1970).

I-es exemples de nresures réalides stn le terrain sont nombreuses et mettent en évidence

que la phase particulaire sédimentée est riche en métaux. Ainsi pour la Seine et le Rhin des

concenrrations en cadmium de 0,5 - 4 pgÂ (Seine) et 1,5 - 6,5ItElL (Rhin) ont été trouvées

dans I'eau contre des concentrations plus importantes touvées dans les vases de ces mêmes

fleuves 0,05 - 0,15 pg/g (Seine) et 5,6 - 83,3 pglg @hin). De même pour le zinc, COI I IN

QnOrapporte que la concentration dans les vases de certaines rivières alsaciennes et lonai-

nes est au moins 20 fois plus importante que celle de l'eau. Pour le cuirrre et le nickel, la te-

neur naffielle dans les eaux courantes est faible (de l'état de uaces à 50 pg/l 6agslum). Par

con6e, VERNETSAL (1978) ont étudié les teneurs de ces micropolluants minéraux dans les

sédiments de rivières suisses, du Rhône français et de ses principaux affluents, trouvant ainsi

des concentrations dÊ I'qdre de25 p{get50 ttg/g pour le cuirne et le nickel respectivement.

Iæs méthodologies utilisées pour séparer les formes libres dans les eaux naturelles, ou

fixées, ont une importancc considérable puisque chacune d'entre elles n'explore pas obligaoi-

rrment et ne donne pas la même information. Selon les auteus, il est possible de distinguer

les formes décantables/non décurtables, dialysables/non dialysables, etc...

La méthode de dialyse, étudiée principalement par IIART et DAVIES ([I7I),BENES et

STEIMES (L974),a éÉ employée pour estimer la répartition des métarx dans les eaux natur€l-

les. Dans le ableau 4 cette répanition est établie en poupentage de métal dialysable par rapport

à la quantiÉ totale du méal
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Parmi les rois métarx, le cadmium se rcEouve en grande quantité dans la fraction dialy-

sable (environ 75%) suivi par le cuirrre (457o)puis le ilrrrc (L7%). Mdge la différence d'ori-

gme do chacun des trois échantillons, la même tendance de répartition est présentée pour les

tnois métaux

Un auue exemple de répartition est celle qui concerne la disuibution des méuux (frac-

tions décantables et non décantables) dans les effluents arivant à une station dépuration (CO-

LIN et LE GLJILLOU, 1980).

Tableau 5 : Potrcentages de répartition des métaux dans les différentes fractions d'effluents ;

mo)'ennes (et valeurs limites ente panenthèses) (CIOLIN et LE GUILI.OU, 1980).

Eléments Fractions %
llatlères solldes
décantables

Matières solides
colloidales Phase liquide

cd( i l )
N r(r r)
Cu( l l )
2 n f l l l

6
4,5
20
40.3

(0-15,3)
(0-12,71
(1,5-56)
(1 2-e6)

43 (0-80)
24 (0-93,6)

33,6 (o-58,5)
12.6 (0-54)

s l  (10-100)
71 (50-100)
47,3 (6,6-85)

4s (3-85)

Comme le montre le tableau 5,les quare métaux considérés se trouventprinci-

palement dans la phase liquide, puis sous forme de matières colloidales et seule une petite

quantité exisæ sous forme décanable. Une étude plus apprrofondie sur la répartition de ces mé-

raux dans les effluents au cou$ du æmps a été faiæ par ROBERT etALQ977) et OLIVIER et

COSGROVE (194), montrart une variation au cours du temps dcs niveaux de concentration

,/ mais peude laÉpartitim.

Lapreuve drure contamination sticte,ment anthropique des eatx environnemen-

tales par les métaux est relativement difficile à fairo. En effet, les limites entro les niveaux de

contarnination natuælle et anthropique (indusrielles et domestiques) sont uès variables. De

rares bntatiræs ont été faiæs pour essay€r dévaluer le niveau dc contarnination des eau( naru-

relles ; airui dans le tableau 6 qrelques résulUts sontprésentés à cc sujet.

Lcs mpsurcs ont été faiæs à partir des pnélèvernents d'eaux supeficielles ou lacs dans

des zones non exposées à dcs contaminations dorigine industrielle ou domestique. Toutes ces

sontaninatims duigine naturclle sont au niveau de taces.
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Dans I'eau de mer les concentrations en métaux sont généralement plus basses que celles

observées en eau douce (SIMPSON, 1981).

PATEL $AL (1985) ont fait une évaluation de la contamination par différents métaux

dans la zone de BOMBAY HARBOIJR des années 197G1980 ; BALLS (1985), dans les eaux

de la côæ nord-ouest européenne ; LALJMOND et gL (1984) dans les eaux de la panie ouest de

la Médiærranée ; et COSTA $ aL en 1988 dans la zone côtière du Pornrgal. L'ensemble des

résultats est présenté dans le tableau 7. Ainsi les concentrations mesurées en pleine mer sont

généralement basses car la plupart du méal rejeté dans la IIFr se dépose sur les sédiments ma-

rins, et moins de L%o du total resterait en solution. Les régions les plus exposées sont évi-

demment les estuaires et les baies rès enclavées et plus particulièrement dÊs zones situées près

des côæs.

Lorsqu'il y a contamination d'origine anthropique "évidente", les chiffres mesurés peu-

vent devenir rès élevés. En ce qui concerne les earx usées, les dtaux entrent dans ces eatx à

partir de sources variées, surûout domestiques et industrielles 0.F'$19R, 1983). Qgelques

exemples ont été donnés par KLEIN eIgL (1974) analysant les concentrations de Cu, Cr, Ni,

7Â,Cd.dans les eaux usées de diverses indusries de la ville de New York (fableau 8).

En général, toutes les indusries nommées sont une source assez importante de contami-

nation des eaux usées, mais c'est le traitement des foumtres, tanneries et blanchisseries qui

les contamine en grande quantité.

Le chrome est l'élément le plus retrouvé et le cadmium celui qui est apporté en moindre

quantité. De plus, il est imporunt d'analyser les pourcentages de répartition des métaux ame-

nés par une contamination dorigine antbropique ou nafirelle, arivant dans les effluents bruts

à I'enuée d'une station d'épuration où la distinction est faite, métal par métal, enE€ les diffé-

rentes sources d'apport et en distinguant les quantités totales et les quantités dissoutes (Ta-

bleau 9).
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Tableau 9 : Pourrcentages derépartition des métau lgrs leletrluents bauts arrivant à la station

dEpuration (AI\dlYtANN cl aL, lnr.

La répartition enue métaux dissous et métaux liés au matières en suspension est tnès

dépendante de la natgre des métaux. Mais dans la plupart des cas (exception faite du zinc),les

eaux de nrissellement constituent le principal apport des métaux présents dans la fraction dis-

soute.

. De nombreuses publications rapportent des valeurs de concentrations en éléments métal-

liques des effluents trbains bruts. Lbtilité de ces valeurs s'avère en pratiqræ limiÉs d-o fait dc

l'éændue des fotuchetæs de concentrations indiquées, résultant notamment du raccordement

aux égous urbains d'effluents d'activités indusuielles ou artisanales. Il est bien nécessaire de

distinguer, comrne le font PATTERSON et KODLJKULA (1984), les stations traitant des ef-

fluents purcment domestiques et celles qui admettent des rejets industiels.

En conclusion il est int&essant de comparcr les fourchetæs dc concentration des ef-

flucnts uôains à celles dc différcnæs eaux superficielles et I'eau de rer (Iableau 10).

Eléments
métal l iques

(%) de la lractlon
dissoute par rupPoil
aur métaur totaur

Orioine de la fractlon dissoute Phl
Eff luents

lndustr le ls
Eflluents

domeslioues
Eaux de

rulssel lement
cd

Cu

Fe

Mn

Pb

Zn

Cr

NI

Hg

43,2

90 ,1

1 ,4

31  ,3

50 ,4

18 ,8

22 ,1

61  ,9

4

4

5

5

5

5

11

25

30

22

18

11

26

21

70

12

22

33

74

78

84

69

75

25

77

53

37
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Eu égard à la très forte variabilité des résultats obtenus (fableau 10), il est de fait quasi

impossible de différencier les milieu par leur niveau de contaninatior\ mais il est évident que

la contamination est plus importanæ dans un milieu plus proche de I'homme ; c'est le cas des

effluents urbains.

2.1.4. Métaux dans les boues de station drépuration

Iæs taitemena biologiques des eaux usées urbaines amènent à récupérer deux tlpes de
ttbouett:

a) Les boues de décantation primaire, qui correspondent aux panicules des

eaux bnrtes récupérées dans le décanæurprimaire.

b) Les boues de décantation secondaire. qui correspondent à la biomasse for-

mé€ dans le bassin d'aération etrécupérées dans le décanæur secondaire.

Ccs detrx types dc boues sont mélangées dans I'installation de traiæment des boues,

pour donner ce qu'on appelle : des boues mixæs (Figure 2).

Dans certaines stations de petite capacité, létape de décantation primaire est supprimée et

les effluents sont envoyés direcæment dans le bassin avec aération prolongée. La totalité des

boues est alors extraitc d'un seul décanteur. Iæs boues représenænt un mélange d'une phase

liquide et d'une phæe solide entre lesquelles la répartition des métaux a été quelquefois

étudiée.

. La composition des boues a été étudiée parLEVI-MINAglù,(1980) monmnt ainsi la

complexié du mélange de matière organique, et du même coup, la multiplicité des interactions

métaux-matièrc organique représentée par : les graisses, les cires, les huiles, les résines, les

polyoscs hydrosdubles, lhémiccllulosc, la cellulose, prctéines acides résistantes, lignine-

humus.

En ce qui concerne plus particulièrement les boues digérées, d'aunes autours se sont in-

Éressés à la répartition des métaux dans ces boues et ont évalué les fractions dissoutes, par-

ticulaircs et colloldales de cesmétaux(GOIJLDoIGENTEIJÀ lTlS;LESTERggL, 1983

; STERRIT et LESTER" 1985). Un exeryle est donné dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Répartition des métaux d'une boue digérée anaérobie en fonction des fractions

granuloméuiques (COLJLD et GEMELLI , 1r9i,i).

Il apparaît nettement que les dtaux sont liés majoritairement à la fraction granulométri-

que la plus grossière.

HAYES et TIIEIS (lg7filnù, combinant les æchniques de tnmis4gs et d'élutriation,

distinguent ces métaux liés à la fraction minérale insoluble, la fraction organique exracellulai-

re, et à la fin une fraction intracellulaire Cfableau 12).

Tableau 12 : Pourcentages de réprtition des métaux entre les phases solides minérales et les

phases organiqtres extra et intracellulaires (IIAYES et TIIEIS, 1976).

Ocs résultats ûxlntent la prédominance d'une localisation intracellulairc pour le chrome

et le cuivre, et d'un lien privilégié à la fraction minérale poru lc nickel, phénomène qui peut

êre lié direcæment à lananue ù Eétal.

Elément Fractlon
oarticulalre > 100um

Fractlon
colloidale (0.002 à 0.6) um

Fract ion
dlssoule a 0-002 rrm

cdf l r ) 90 .4 1.4 (8.2)

Gu( l l ) 92 ,9 0,1 (6,e) 0.1

N i i l t ) 95 5 (5)

zn (  l l ) 91,5 0,04 (8,4) 0 ,0  6

Elément Total
(mo/ l )

%80lublr %lnsolublr % Extracellulalre %lntracel lu la l re

Cr(v l ) 63,2 0 ,1 16 ,6 0 ,2 75 ,9

Cr ( l l l ) 76 ,5 0 ,1 31 ,5 0 ,1  5 69

Cu( l  ! ) 18 ,6 0 ,15 53 0,7 48,7

Nr( i l ) 6,38 4 ,4 54 ,8 1 ,1 34 ,8
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2.1 .s,  :
missibles des métaux dans les eaux et boues

Devant les concentrations de plus en plus importantes de métaux retrouvés dans I'envi-

ronnement (milieu aquatique et boues de stations dépurations), de nombreux organismes na-

tionaux et inærnationalrx ont instauré des nomes de proæction dp lenvircnnement.

Acoellement" les concentratioilr mærimales adsrissibles en C4 Ni, Cu et7f,r, au niveau

inærnational, européen (CCE) et français (AFNOR) sont présentées dans le tableau 13 pour

I'eau de boisson, les effluents urbains et pour les boues.

De ces quatre éléments, le cadmium est le plus limité en Europe et en France tant poul

les contaninations des eaux que pour les boues de stations dépuration ; le classement est le

suivant : cd2+ > Ni2+ > or2+ >z**.

2.2

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

exosquelette dont I'une des fonctions est le maintien de la forme de la bactérie dans un envi-

K)nneuænq généralement fortement hlryoonique. Le rôle de la paroi est de protéger la cellule

contrE le milieu environnant, ou contre la forte osmolarité du compartiment intracellulaire,

mais aussi de mainænir autourde la cellule un microenvironneurent susceptible dinfluencer un

environnement plus large, de délimier un espace (espace ffriplasmique) capable de percevoir

les variations du milieu extérieur (BEVERINE, 1981 ; FERRIS et BEVERIDGE, 1985 ;

SALTON, 19S7). La nature de cette paroi est spécifique aux bactéries ot représente I'une des

diff&ences fondamentales ent€ les procaryotes et les eucaryotes (STAI.[IER, 1970).

Sous I'influencr dcs paranètes environncûpntaux,l'activité ct l'état physiologique de

la cellulc sont quelçefois alÉrts. Certaines modifications dc la paroi ont éÉ décriæs avec des

changements des élémpnts la composant ou du rapport ente ces éléments. Par exemple, chez

les bactéries gram négatives, la production des acides gras, des phospholipides et des

prrotéines-pigments peut êtrp modifiée par la simple addition dc fer dans le milieu. De mêrne, la

diminution ou laugmentation dc la concentration en protéines enzyuatiques ont été obser-

vées. Ces variations se traduisent parfois par un changement au niveau de la résistance cellu-

lairp aux antibiotiques et autr€s oxiques (RAI{DI.E etgt, 1969 ; OP DEN KAMP et
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VAN DEENEN, 1969 ; MEER g d- 1978-ln9; HIRAIvIATSU et IvLAS)il, 1980 ; YOS -

HIMLTRA et NIKAIDO, 1982).

La majorité de bactéries répond d'une façon presque univoque à la coloration de gram

qui permet dapprécierindirecæment la stnrcturc et la composition chimique de la paroi @A-

VIS e d- 1983 ; BE\|ERIDGE et DAVIS, 1983).

Iæs stnrctures bactériennes sont rclativement bien connues aujourd'hui (potr les bacté-

ries gram négatives et gram positives) et te détail sur la composition et la relation entre les en-

veloppes a été élucidé à I'aidÊ des analyses biochimiques et du microscope électronique. C'est

ainsi que quelques auteun ont pu donner des déails précis sur la taille des enveloppes, lbspa-

ce les séparant, et définir exactement leurs composés chimiques (DE PETRIS, 1967 ; SAL-

TON, t97l).

Les enveloppes des bactéries gram négatives, observées enue autres en microscopie

électronique, présentent une organisation plus complexe que celle des bactéries gram positi-

ves.

2.2.1. Ractéries gram positives

La paroi des bactéries gram positives s'organise sous forme d'une seule couche épaisse

d'environ 25 nmde peptidoglycane Figue 4), structurée ou non par des polymères t)?e : po-

lysaccharides, acides téichuroniques ou téichoi'ques et quelquefois protéines liées ou non par

covalencc à cc peptidoglycane (BEVERIDGE , L984; DOYLE 9t d- tnr.

a) Iæ peptidoglycane chez les bact&ies gram positives est un polymère qui re-

présente &,30-507o en poids sec de la paroi Il est reqponsable du maintien de la forme, de la

dgdité et de la proæction de la cellule. Ctimiquement il est constitué @gtttc 5) par unc série

répétitive et linéairc des rlimèrcs (F 1-4-N- acétylglucosanines) reliés par des tétrapeptides

courts produisant des groupeurcnts mururyl carboryliçres (ROGERS elgL, 1980).

D'auups cmposés sÊ uouvent liés direcæûrent au peptidoglycane des bactéries

grarnpositives:
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b) Les acides téichoïques (organisés pelryendicul4irerynt à la-pqqoi, sont dos po-

lymères composés de ribitol phosphaæ ou glycérolphosphate, lié aux groupements alcool des

résidus polyol) et les acides téichuroniques (formés par un gFoupe d'acides polysaccharidiques

qui chez certaines bactéries gram positives peuvent remplacer I'acide téichoique, particulière-

ment quand les microorganismes sont cultivés en absence de phosphaæs). Ces acides téichu-

roniçes sont constitués de proportions équimolaires de N- acétylgalactosamine et d'acide D-

glycuronique (ROGERS elaL, 1980).

c) D'autres polymères sont associés à la paroi et présenænt des régions hydro-

phobiques et hydrophiliques, d'où leur nom d'amphiphiles comme par exemple I'acide lipotéi-

cho'r'que.

Une grand.e partie des bactéries gram positives possède, au niveau de la paroi, des poly-

saccharides neutres, lesquels sont généralement des hétéropolymères de 2 à,4 amino sucrcs

différents qui sont dans la plupart des cas utilisés cornme marqueus antigéniques.

Des protéines sont liées à la paroi. Certaines présenænt une activité enzymatique (par

exemple les hydrolases). Généraleûrent ces protéines sont du t1rye T, R et M et elles sont en

plus faibles quantités que dans la paroi des gram négatives ; quelquefois ces protéines peuvent

êre excrété€s à I'extérieur de la cellule. D'autres protéines (Pe) comme le montre la fignre 4,

se trouvent à la surface, organisées en forme régulière et ordonnê, connues sous la dénomina-

tion de couche S.

Le glycocalix traduit I'existence d'une couche externe plus ou moins dense, plus ou

moins organisée, très souvent composée de polymères polysaccharidiques, mais aussi dans

certains cas pollpeptidiques (SAVAGE oIFLETCHER, 1985).
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Figure 4 : Représentation schématique dc lbrganisæion de la paroi cellulaire chez les bactéries

gram positives (SAVAGE et FLETCHER, 1985).

PCi =.Dc$!dog!yËng

L = liprdcs ; aLTAx : acidcs lipotéoichoiques excr'étés

Pe = protéines ; Pf : proÉines fibrilaires ; Pg : proÉines globulaircs

SP - polynèr€s socondeiæ$ eomæ fecfole éic@ræ ; téichurondue et polysacchari-

des
= tlase du flagslle composéc de protéines
=@i{ule
= prctéines&lancmbrane
= phospholipidcs
= glycolipides

B
MC
Pr
PI
GI
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SUCRES

TETRAPEPTIDES

PONTS
PENTAGLYCINES

NAI\,I = acidc N-aoéryImuranique
NAG = N-acétyl glucosamine

Egnre 5 : Unité de base du peptidoglycanc chez Stqhylococctts aweus (daprès STRYTR'

1981).
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2.2.2, BsctérieF gram négatives

Au moins 4 stnrctures ou couches peuvent êue différenciées au niveau des enveloppes

des bactéries gran négatives (Figure 6), soit en se déplaçant de I'extérieu vers I'intérieur de la

cellule.

a) Les exopolymères

Les exopolymères jorænt un rôle considérable, plus particulièrement dans le processus

d'agrégation cellulaire sur un support (ROBINSON el AL, 1985;PRINGLE91gL, 1983)

et, pour ce qui nous intéresse, dans le phénomène d'accumulation des métaux (BROWN et

LESTER,1982).

En général, ces polymères sont des hexoses neutres, des polyols, des sucres aminés,

méthylés, des acides uroniques organisés en homopolysaccharides et hétéropolysaccharides,

le plus souvent situés et identifiés à la périphérie cellulaire (SUTHERLAI\ID, 1985 ; IJHLIN-

GER et \VHITE, 1983).

Les exopolymères les plus souvent identifiés sont des exopolysaccharides dont la pro-

duction par certaines populations bacÉriennes a été rapportée par plusieurs auteurs (DUGIIID,

L948,1951, DUGUID et TJVILKINSON, 1953 ; FUNAHARA ef eL, 1980; BOYLE et

READE, 1983). Iæs exopolysaccharides constituent la structure bactérienne la plus périphéri-

que. Toutefois leru présence nbst pas systématique, ils lrcuvent êre attachés aux cellules, li-

bres autour des cellules ou relargués simplement lors d'une mise en suspension (WILKIN-

SON, 1958). I-eur présence dépend de plusieurs facteurs, cosrnre la nauue de la souche bacté-

denne, l'état physiologique des bactéries, la composition du milieu et plus particulièrement le

rapport cN G\TLKNSON, 1958).

Iægr présence protège les bactéries contre la phagocytose, I'attaque par les bactériopha-

ges, la dessication. Ils peuvent agir comme des exotoxines, ils aident à la rétention et disper-

sion d'ions, ils confèrent aux bactéries une certaine résistance vis-à-vis des toxiques (SEY-

FRIED et FRASER, 1980 ; RIDGWAY et OLSON, 1982).

Une forte production d'exopolysaccharides par une bactérie entraîne la formation d'un

glycocalp, anciennement appelé capsule (MOORHOUSEgal.' lffir,délimiunt une zone

périphérique fortempnt hydratée, ayant une épaisseu qui, quelçefois, atteint plus d'une di-

zaine de Fm. trs pcuvent être excréÉs et diffusés dans le milieu parp€rte du siæ protéique de

fixation des polysaccharides à la paroi (SUTHERLAND, tn7) ou par rupture de la chaîne

polysaccharide due àl'action des oxydants puissants comure I'ozone (DORE, 1984).
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Figure 6 : Représentation schématique de lbrganisation de la paroi cellulaire chez les bactéries

gran négatives (SAVAGE et FLETCHER' 1985).

Mext = membrane exteme ; PG = peptidogtycane ; MC = membrane cytoplasmique

Une couche plus ou moins épaisse dbxopolymères, jouant le rôle d'une résine échangeuse
d'ions souverit appelê glycocâllix composée de :
G fpotf;Cttaf;ôés C*Ëicellulaires; LPS =lipopolysacchuides i Pe =protéines extracellulai-
I€S

Mext = unc membrane cxtcrneaEEéfique composée dc :
FËphôqpholipid€s ; I.PS = [pôpolysùchariGs ; Pr = protéines ; Po = porines
B =flagclle
fg ;Ëpdd"gy.*r, srruct-nt€-Ttgidc fortement associéc à la face inærne de la membrane ex-
terne, composee ognJôucheUtieaitc de glycane ; d,e LP = liPoProtéines ; MP = protéines :

gftf#:Ëffimique ou périplasme contenant des protéincs (cnzymes et chimiorécep-
Eurs)
MC: une membrane internc ou membrane plasmiaue, bicouche asyméuique composée de Pl
-phoqpholipides ; Gl = glycolipides; P1=protéines

ffi
'%È

t:rffi,'eï,T#Tl:#* ffi;;#
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b) La membraneexærne

Commp le montre la figrue 6, la membrane externe est la couche de la paroi la plus ex-

teme, et posÈde une strucffie membrranaire double. Elle est composée &, 20 à 257o de phos -

pholipides Qa plupart de ces phospholipides sont des phosphatidyl éthanolamine associés à

des petites quantités de phosphatidyl glycérol), da30?o de ltpopolysaccharides et de 45 ù50Vo

de p'rotéines (BEVERIDGE, 1981).

* Les lipopolysaccharides sont composés des trois régions liées ente elles par covalen-

ce. Sur la figurc 7, chaque région pcrmet de déterminer respectivement le sércqpe, I'espèce et

le genre. La première est un lipide hydrophobe (Lipide A), un centre polysaccharidique (su-

cnes cenraux), ct une chaîne polysaccharidique spécifique (antigène ty?e 0).

* Iæs lipides ty?e A sont constitués de résidus de glucosamines phosphorylées qui for-

npnt un di-oligosaccharide auquel est attaché un O-N acyl ester ; les autres compo#s du lipide

A sontl'éthanolamine ou le 4-aminoarabinose.

* I-c cente polysaccharidique ou coro est composé en particulier d'aldoheptose et de

2+éte3- déoxyoctanatc (K-D.O.) qui confèrent une charge négative à cette partie.

L'antigène polysaccharidique 4 est constinré de pollmùes de séquences répétitives de 2

à 4 unités monosaccharidiques avec généralement des hexoses, pentoses, déoxy-, didéoxyl-,

4minor, diarnino sucres. Les bactéries qui ne possèdcnt pas cet antigène sont nommées R et

celles qui le possèdent S, pouvant ainsi êre classées ou différenciées par des réactions sérolo-

giques.

Les protéines de la membrane externo contiennent plus de 20 peptides différents. Iæs

cspèces se différenciant seulement sur4 à 6 dentre eux (BEVERIDGE, 1981). Ces protéines

peuvent être des protéines structuales liées ou non à des lipides, ou des porines et/ou des fi-

brines, (dc masse moléculaire entre 33 000 et 38 000) lesquelles forment des canaux trans-

membranaircs hydrophiles pcrmctûtt la diffrrsion passive.

Ainsi ounme le mnEe la figrue 8, les lipoprotéines font entrp autres le ravail de liaison

ent€ la m€mbrane exærne et le peptidoglycaræ sous-jacenL

La conformation des protéines dans lamembrane extorne (Figule 8), bien étudiée chez

Escherichb coli,estdifférene de celle de la membrane cyOplasmique.
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Iæs porines qui confèrent à la membrane externe lcs propriétés d'une banière de per-

méabiliÉ, limiunt le passage de certains sucrcs neutres et des oligopeptides dont la masse mo-

léculaire est suffrieur à 700, pennettÊnt le passage des petites molécules de masse moléculaire

inférieur à 600 comme le glucose, le saccharose et les acides asrinés. Le passage de petites

molécules hydrcphiles est assuré grâcc à la présence de ces porines (NAKAE el d- 1979).

Dautres protéines comûte la OEpA mise en évidence chez E. coli,est une Protéine transmem-

branairp qui, sans présenær toutes les propriétés d'une porine, facilite toutcfois la perméabilité

aux acides aminés et à certains peptides. Iæs mutants défectifs en protéines OmpA présentent

une memb'rane externe instable n'autorisant pas la conjugaison. Cependant, ces quelques ob-

servations ne pennettent pas encore clairement d établir le rôle de cette protéine dans la mem-

brane externe (Ntr(ADO et VAARA, 1985). Quelques rares enzymes ont été localisés au

niveau de la membrane extome tEscherichia coli ; parmi celles-ci une phospholipase qui

interviendrait dans la libération de protéines bactériennes sécrétées comme les bactéricci-

nes, la colicine (CHAPON elêt 1984), et des protéases.

Des protéines réceprices s@ifiques de sucres simples, de cofacæurs nucléosides ou de

métau taces couure le fer, ont pu être déæctées dans le cæ où ces molécules étaient en très

faibles ooncentrations dans le milieu
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c) Le æotidoelvcane

I-e peptidoglycane est une stnùcture rigdo mainænant la forme de la cellule. Il représenæ

de2-107o en poids sec dp laparoi avec une épaisseurde 3 à 10 nm. Cete strucrure, similaire à

celle des bactûies gram positives, est composée de sucres et de peptides coûrme I'indique son

nom. Cctæ macromolécule est constituée d'un réseau de polysaccharides en chaînes linéaires

reliés enge eux par de courtes unités peptidiques. Cetæ stnrctruo formant un filet extrêmement

ramifié, dense et rigide, tout autour de la celtule, est capable à elle seule de maintenir la forme

de la cellule.

Associées au peptidoglycane et servant de lien entre le peptidoglycane et la membrane

externe, on trouve au moins deux macromolécules. Une de ces deux macromolécules est une

protéine stnrctuale de 36 500 daltons en forme hexagonale située su la partie supérieure du

peptidoglycane, I'auûe est une lipoprotéine d'environ 7 000 daltons attachée par ses ærminai-

sons carboxyliques (COOH) au résidu d'acide diaminopimelique du peptidoglycane.

d) L'espace périplasmique

Contrairement aux bactéries gram positives où la membrane cyoplasmique est dirpcæ-

ment liée à la paroi, chez les bactéries gram négatives il existe un espace enEe les deux mem-

branes.

Lbspace ffriplasmique constitue un compartfunent aqueux qui contient des protéines de

la face externe de la membrane cyoplasmique et de la membrane externe. Par définition, le

peptidoglycane se situe dans le périplasme. Dans des conditions nonnales I'espace p6iplæmi-

que représente de 20 ù40% du volume cellulaire otal et autorise une série de fonctions extrê-

mement irportantcs (SAVAGE et FLETCHER, 1985) :

. il est en équilibre avec des molécules qui viennent de I'cxtérieur et qui ont

travçrsé la membrrane GxËnrc ;

. il est isoosmotiquc avec le cytoplasme cellulaire, ce qui entraîne une pres-

sion dans lbnsemble peptidoglycanc - membrane exteme, constihrant un rôle de proæction de

laparoi;
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. il contient un nombre d'enrymes hydrolytiques qui pennettent le "traite-

ment" de certaincs molécules nutritives prcvenant de I'extérieur et de substances dèxcrétion

(BEVERIDGE, 1981 ; AARONSON, 1981);

. il contient essentiellement des protéines intervenant dans la fixation et le

transport de suqres et d'acides aminés (IIAMILTON, 1975) ainsi que quelques enzymes

couune la phosphatase alcalinc. La présence de chimio récepteus et d'enzymes dans I'espace

périplasmique constinre peut êtr€ un avantagc sélectif pour les bactéries gran négatives.

e) La me'mbrane c]rtoplasmique

La membrane cyoplasmique est principalement constituée d'un mélange de protéines-

phospholipides ; les protéines représenænt 50 à 707o du poids sec de la membrane. Quatre

types d acides gras peuvent être différenciés chez les bactéries : les chaînes monoinsaturées

non ramifiées ; les chaînes ramifrées ; les chaînes saturées non ramifiées ; les chaînes compor-

tant des cyclopropanes possèdent dc 15 à 19 atomes de carbone (ROGERS 9geL, 1980).

Les protéines dans la membrane sont de tlpe protéines-inrinsèques ou intégrales, pro-

fondémentenchassées dans la bicouche ltpidique et les protéines extinsèques ou périphériques

localisées à la surface de la membrane, fixées par des liaisons faibles, principalement ioniques,

faisant inærvenir des cations divalents couxne le magnésium (BADDILEY et d- lnr.

D'autres protéines trouvées dans la membrane cellulaire sont les protéines enzymati-

ques, par exemple celles dc la chaîne respiraoire (HADDOCK et IONES, 1977), des enzlmes

de biospttrèse, des constinrants de la paroi (SALTON, !nL), des enzymes de transport

(KABACK 1972. HAMIL'TON, 1975), des A.T.P. ases (HAROLD et BAARDA' 1969 ;

SIMOM et POSTMA, L975), des protéines stnrcturales formant quelquefois des canaux ou

des pores au travers de la membrane (WtrilAMS, 1981).

Prni bs cracÉristiqres qui différencient la æmbrane ertenre de la mÊmbrane plasmi-

que, il faut souligner uois points majeurs :

i.Iæs proÉines sont présentÊs en plus grande quantité dans la membrane ex-

Erne quo dans la rembrarp qrtoplasmique.
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ii.I-es phospholipidcs sont pratiquement exclusivement distribués à la surfa-

., irr,"-, de la membrane alors que les lipopolysaccharides sont surtout pésens à la surface

ex-terne. Seule I'exuémité lipidique du lipopolysacchæide ou lipide A constitue la partie inær-

ne de la bicouche lipidiqre ; la partie polysaccharide est orientée vers lbxtérieur de la bactérie.

iii.I-c lipopolysaccharide est un constituant spécifique de la membrane ex-

brne et, en tant que tel, il possèdc des molécules qui servent de muqueurs spécifiques de cete

membrane comup le K-D.O. (CHOPRA el at, 1977).

A lheurc actuelle,le modèle en mosarque fluide do SINGER et NICHOLSON (1972)

est le plus communément admis pourdécrire la stucture membranaire. Dans ce modèle, essen-

tiellement basé surdes considérations ttrermodynamiques,l'rrangement dps phoqpholipides et

des protéines est tel que le système possède une énergie minimale, les macromolécules n'étant

liées que par des liaisons faibles (type hydrophobes, Van der Waals, électnostatiques et liai-

sons hydrogènes).

2,2.3.

Plusiegrs chercheurs ont essayé tout d'abord de lyser les bactéries puis d'isoler les en-

veloppes afin d'une part de connaître leur composition, leru taille et leur fonctionnement,

d'autre part de les utiliser conrme matériel biologique dans des énrdes d'accumulation et de

transfert des molécules présenæs dans lbnvironnement. Pour cela plusieurs méthodes et tech-

niques ont été proposées, tout d'abord pour produire : (a) la lyse cellulaire au moyen d'une

méttrode ad{uaæ sans altérer lTntégdté des enveloppes, et ensuite pour obtenir (b) I'isole-

ment de ccs strucnres.

a) Lyse bactérienne

. La lyse ccllulaire peut êtro obænw cn utilisant le lysoz5pe, bs muramidases ou un mé-

lange lysozyme-versène surdes bactéries gram négatives (REPASKE, 1958). D'autres auteurs

ont utilis,é plus tard IEDTA plus le lysozyme d'une part pour la formation dc sptréroplastes, et

d'autre parr pour l'obæntion finale dc la lysc bactérienne (OSBORN et MUNSON, 1974 ;

KABACK 1968).

La lyse bactériennc a été souvent obtenue en utilisant dcs méùodes peu rcspectueuses

des stnrctures, coûlme par exemple en agitant les suspensions bactériennes en présence de bil-
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les de verïe, ou en les congelant et en les décongelant en ptésence de DNAse (TWEIDEL 9t gL,

1960) ou cn lcs traitant par différcnte.s concentratiorut dÊ NaCt et en présence d éthanol ou gly-

cérol (Mac LEOD et IvIATUI-A,1962).Une lyse osmotique peut êû€ obænue après utilisation

d'enzymes et dEDTA, par une mise en suspension des bactéries ainsi traitées dans de I'eau

distillée stérile à 4oC (NEU et HEPPER,1964,1965). Cene méthode a été reprise plus tard par

BIRDSFT r .et COSTA-ROBLES (1976) et FOX e aL (1970).

WEIDEL el gt (1963) et NANNINGA (1969) ont pu extraire des mucopolymères com-

posant la paroi après utilisation de sodium dodécyl sulfae. BUCKMIRE et Mac LEOD (1965)

ont pu constator, après une lyse osmotique, la présence d'hexosamines attachées à la membra-

ne externe par une structure mal définie. La lyse osmotique a été incluse plus tard dans des

schémas de fractionnement subcellulaires par MARTIN et Mac LEOD (1971) et OSBORN el

ù.tnD.

L'étude des enzymes et des composants intracellulaires a étÉ,le premier pas dans la re-

cherche de sous-structurcs bactériennes. Les outils qui ont permis cette recherche étaient tout

d'abord la lyse cellulaire obænue par des méthodes uès performantcs comme : la sonication

MARQIIIS (1968), la pnession avec la presse de FRENCII, ou le broyage cellulaire avec des

billes en veme, SALTON Qnq; HUGIIES eêL (1971).

Le choix de la méttrode à utiliser pour rompre les cellules, avant de procéder au frac-

donnement et à la séparation des enveloppes, est une étape décisive. En effet,la méthode de

ruptue doit êre spécifique au t)?e d'organisme, elle ne doitpas endommager les autres struc-

trrres qui serontrécuffrées par la suitc, clle doit être facile à utiliser (pas encombranæ), et enfin

rapide pour éviær dans certains cas la contamination et I'action enzlrmatique intacellulaire.

b) Différenæs æchniques de séparation des enveloppes bactériennes

Iæs enveloppes cellulaires d'une bactérie gram négative sont composées : d'une mem-

branc extentç, d'urp corrche dÊ p€ptidoglycane et d'uræ membrane cytoplasmique qu'il est

parfois utile de séparer.

' 
SALTON et HORNE (1951) ont pu seulement observer dcs firactions do mem-

brane o4oplasmique et dc paroi noncontaminéesaveclematérielrytoplasmique,cepen-

dant les prçmicrs wais essais dc fractionnement dcs cnveloppes bactériennes ont été faits aux

environs des années 1960 (ROGERS çggt 1980).Iæ fractionnementdes strucnres subcellu-

laires est æs important pour lEnrdc de leurs caractéristiques générales, Pou la connaissance
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de I'arrangement interne de ces structures et leur inærrelation. Aussi, dans l'étude des méca-

nismes de transport cellulaire le fractionnernent des ôeltles a posé et pose encore dei problè-

mes particulie$, surtout dans le cas des enveloppes des bactéries gram négatives. En effet, il

est souvent uès difficile d'empêcher la destruction d'une des enveloppes pour I'obtention

d'une auge, mais surtout d'obænir les trois enveloppes en fractions complètement isoléos et

pgres àpartirdu même matériel biologique initial. De touæ façon, même avec les méthodes ac-

tuelles, il est impossible d'obænir des fractions complètement pul€s.

Historiquement, les premières fractions ont été,récapéréns par cenrifugation apÈs lyse

cellulaire pourête ensuite analysées chimiquement et observées au microscope. SALTON et

FREE (1965) isolent les parois des bactéries gram positives tandis que TTIOMPSON ef aL

(1970) ont pu obænir des muréinoplasæs (cellules sans membrane externe) en lavant les cellu-

les avec 0,5 M NaCl et 0,5 M de solution de suctose. Après cette date, des protoplastes ont été

préparés en utilisant du lysoz5nne plus EDTA entratlant la disparition d'hexosamines (établis-

sant ainsi la preuve de la présence du peptidoglycane) (COSTERTON çl d- t967).I-eur pro-

duction a été observée et contrôlée au microscope à contraste de phase (par I'arrondissement

des cellules en forme de bâtonnets). Dans cette technique,les ions divalents coûrme le Mg+2

empêchent la lyse cellulaire (RAYMAN et Mac r.FOD, ln5) en stabilisant ces membranes

(BADDILEY És1., 1973).

D'autes marquelrrs membranaires ont par la suiæ été utilisés pour identifier ces structu-

res et leur degré de pureté. Ainsi pour la membrane cytoplasmique, OSBORI.I et aL (192) ont

dosé quelques enzymes ty?e : oxydases, hydrolases et synttrétases ; le K.D.O. faisant partie

des lipopolysaccharides sert de marqrnur pou la membrane externe. KASAHARA et AIIRA-

KU (1974a,b) ont utilisé la succinaæ déshydrogénase S.DJI. comme marqueur spécifique de

la membrane cytoplasmique. D'une manière générale, FORSBERG elat (1970a,b) ont dosé

les protéincs et les hexosamines pour analyser la paroi et ses composants.

Les æchniques les plus complèæs de séparation des éléments cellulaires font appel à des

méttrodes de cenrifrrgæion :

i. Centifrrgation zonale différentielle.

ii. Centrifugation en gladient de concentration dc sucrose (SYKES,

1971).

. Des exemples de ces æchniques et les résultats des dosagos des marqueurs sont présen-

tés dans le tableau 14, dÊ FOX etaL (1970) à HOYLE et BEVERIDGE (1983). Bien que

d'une maniène générale les autcurs suivent les mêmes proocoles dc base, les æchniques sont
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plus complexes d'année cn année et les dosages des marqueurs sont par conséquent plus dé-

taiiies. Il est très difficile dÊ faire la comparaisôn entrp ces différents résultat.s, compte tenu de

l'évolution de ces techniques et de lhététogénéité des unités dans I'expression des résultats.

I-c K.D.O. e$ par exemple exprimé par cenains auteurs en unités arbitraires difFrciles à con-

vertir. D'un autre côté la plupart des æchniques jusqu'alors réalisées ont été pensées pour ex-

traire sffcifiquerrrcnt une ou au mardmum deux des uois envcloppes. Enfîn laporæ de matériel

membranairç lors de chaque séparation d'unc part, et la contamination entrp fractions pendant

les manipulations (phénomène inévitable) d'aute parL sont rarement présentées. Des con-

trôtes sévères appréciant I'ampleur de la contamination dertraient donc êue systématiquement

intégrés au plan de travail.
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2.3.

2.3.1. Considérations générales sur la biosorption des métaux

Iæs phénomènes de biosorption des métaux par les bactéries ont souvent été étudiés et

rapportés au cours de ces dernières années. Plusieus tennÊs généraux ont été utilisés pour dé-

crire ces phénomènes lorsqu'ils n'impliquent aucun mécanisme particulier reconnu ou identi-

fié.Iæs tennes les plus courauurent utilisés sontblgsgEpfio!!, bioaccumulation ou simplement

accumulation eilou fixation ; (ou en anglais bioso'rption et uptake).

Les résultats obtpnus au cours de ces études de biosorption sont très hétérogènes, ûIon-

trant ainsi la diversité de paranètes et leur variabilité inærvenant dans la biosorption des mé-

taux, ainsi que la difEculÉ de les contôler.

Ainsi, dans la bioaccumulation des métaux par les bactéries peuvent inærvenir des para-

mèups dépendant du microorganisme lui-même, mais aussi ceux du dtal et du milieu'

a) Paramètre microorganisme

Dans ce paragraphe, il est possible de distinguer plusieurs variables qui peuvent conEô-

ler.la bioaccumulation des métaur parles microorguismes. Ce sont :

- lataillcdumicroorganisme
- lachargeélectique$dPhérique
- lacompositimchimique
- I'activité métaboliqæ de la bact&ie

La relation ente la taille du microorganisme et la quantité de dtal accumulé n'a pas pu

êre mise en évidence dans les essais conduits paTDRAPEAU elal (1983) suggérant I'impor-

tancpminelredeceparamètrecomprrativement urx autas variables. Par contre, I'im-

portance de la composition chimique des enveloppes cellulaires a été parfaitement montrée

dans létude conduiæ par BE\IERIDGE ct MURRAY (1976) et BEVERIDGE et KOVAL

(1981) dans laquelle 15 métaux ont été fixés par des parois cxuaiæs à partir dEsclvrichia coli

etde Bacilltts strbtilis.Dans ces essais,la fi:cation est app'roximativeupnt dix fois suÉrieure

pour les parois dc Bacilhts subrtns. Enfrn, les modifications do I'activité métabolique entraî-

nent des modiEcations do la charge électrique superficielle (RANDLE 9lgJ,., 1969) et de la

composition des enveloppes, modifiant ainsi les inæractions cellule-métal. Parexemple, une
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modification dans laconcentration de laphosphatase alcaline chezEscherichia coliprovoque-

rait une augmentation de I'accumulation de 7srû,ptnrcttant ainsi l'activation de cette enzyme

(MITRA CtAL, lnr. Dans dautnes cas, la précipitation de métaux dépend de I'activité de

sulfaæs-réducuses associés à la membrane cellulaire (WOOD et WANG, 1983).

b) Paramère rnéat

Chaque métal présenæ des caractéristiques spécifiques que traduisent sa valence, sa

charge électrique, son rayon ionique, son hydratation et son affinité pour certains ligands

(classification de NIEBOER et RICTIARDSON, 1980). De plus, la concentration de I'ion mé-

tallique (CHOPRA ,1975 ; DOYLE e! AL, 1975 et HOIJBA et REMACLE, 1982),le sel au -

quel il est associé, et leur affinité, influencent considérablement laccumulation du métal.

c)Paramèæmilieu

MO1;yET et BOLTRG (1983) et BOLJRG (1984) monrent que la spéciation d'un métal

donné poru une concentration définie dépend des facteurs du milieu : pH, températurt, force

ionique, poæntiel doxydo-réduction, présence de complexants. Ces facteurs peuvent influen-

cer la croissance bactâienne -ais également la composition chimique des structures cellulaires

et la charge élecuique périph&ique, ainsi que l'accumulation du métal par la cellule.

En ce qui concerne le pH, il agrt sur I'accumulation des métaux par les bactéries on mo-

difiant la charge électrique $riphérique de la cellule d'une part, et la spéciation du métal

d'aure paxt. Ces phénomènes sont relatifs au t)?e de bactérie. En effet, OU et MARQIIIS

(1970) ont monûré que pour un pH neute la paroi de Snphylococcw aureus a une charge nette

positive, tandis que la paroi de Micrococcns $sofuikticus est chargée négativernent. Plus tard,

N,IARQLIIS etgL (196) ont montré que lcs parrois des bactéries présentent à pH alcalin, des

sies de fixation anioniques périphériques, faciliunt ainsi la fixation des proons et des cations.

D'autps obscrvations ont été faitcs au zujet du pH et de la fixation du métal. Cest ainsi

que LION et âL (19S2) ont montré une relation entr€ I'augmenùation de la fixation des métaux

par les sédinents et laugmentation du pIL De plus, plusieurs autcurs ont mis en évidence la

libération des métaux accumulés par des boues activées lors d'une diminution du pH

(IHYES et aL t9flg ; JENKINS el d- 1981 ; LAKE 9g sL, 1984 ; GOLJLD et GENETELLI'
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1984; ADAMS et SANDERS, 1984). Ces obscrvations sont dépendanæs du type d'organis-

me et de la spéciation du métat Ainsi, NOngnnC etpElRSON (198ô) ont observé une

augpentation de 45% de fixation de cadmium par Taoglea rwnigera enue pH = 5,5 et 8,0 tan-

dis que TITUS er PFISTER (1982) ont observé une diminution de la fixation de cadmium

entre pH = 6J et 8,5 par Pseudononas sp.

Par contre, les résultats ooncernant l'influence de la temffrature su la fixation des mé-

taux sont plus homogènes : la quantité de cadmium fixé par Pseudontonas sp. au$nente quand

la æmpérature augmente jusqu'à 35oC CIITUS et PFISTER, 1982). Par contre, pour des tem-

pératnres dépassant les 50oC, lbffet est contrair€ (AJMAL elaL' 1982).

Lcs métaux peuvont êre complexés par des molécules présenæs dans le milieu, et ainsi

influer sur leur biodisponibilité et évidemment leur bioaccumulation. La nature de ces molécu-

les est extrêmement diverse. Ainsi les métaux fonnent des complexes avec les acides humi-

ques et fulviques (POMMERY g!gl, 1985 ; CAMPELL et EVANS, 1987 ; TITUS et PFIS -

TER, 1982), avec des chlonues (BABICH et STOTZI(Y, L978, t982; KUREK g!gL,

Lg1z),avec des molécules contenues dans les milieux nuritifs habituellement employés en

miclobiologie (RAlvIA MOORTHY et KUSHNER,L975),avec des polyacides synthétiques

comme l'acide polygalacturonique et polymétacrylique (JELIJNECK et SANGAL, 1972),

avec lacystéine,lc glutamaæ ctl'aspaxtato (TYNECKAegd- 19751STRANDBERG etAt

1981), des complexails qæe E.D.T.A. (PICKET et DEAN, 1979), etc...

2.3.2.@iqr

Deux cas d'espèces lltlnt généralement évoqués dans la littérature : l'adsorption et I'ab-

sorption, faduisant respectivement, soit une accumulation en surface, soit une pénétration in-

tracellulaire.

Cette distinction reflète souvent plus un souci de confort inællectuel que I'expression

d'une Éalité (ainsi, à tort, beaucoup dc phénomènes étiquetés dadsorption représentent un

mélangc adsorption-abcorption). Toræfois, psr sowi de simplifrcation, nous conserverons

cetædistinction

2.3.2.1, I&dlolltigtl

L,adsorption est un phénomènc lié tout dabord aux charges et aux groupements fonc-

tionnels de la surface cellulaire, aux interactions ions-solvant et aux interactions décrites par
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des forces de Van der Waals (BOURG, 1984). Dans l'étude de I'adsorption, les enve'

loppes cellulaires prennent une place importante, ei les sites d'adsorption res-

ponsables de ce phénomène, font plus particulièrement I'objet de notre étude

(ainsi l'adsorption dépendra alors des caractéristiques de ces sites et de la re'

lation entre eux).

Les résultats obtenus sur la fixation des métaux sur des structur€s isolées sont tès hété-

rogènes car I'accumulation dépend du métal, de la souche bactérienne, de la stnrcture elle-

même, mais aussi de son mode dbxtraction ou de préparation et dÊ sa contamination par des

polynères organiques. Toutefois, la naturE anionique des enveloppes et leur comportement d€

résine échangeuse d'ions expliquent leur capacité à fixer les métaux (MARQLIIS el aL, L976 |

BEVERIDGE, 1984; BUKLIN et REUSCH, 1986).

Il est possible de différencier pamri les enveloppes cellulaires responsables de I'adsorp-

tion des métaux par les bact&ies :

la couche dbxopolysaccharides
la membraneexterne
le peptidoglycane
la membrane cgoplasmique

a) Les exopolysaccharides

Plusieqrs auæurs ont constaté.que les quantités de métal fixées par les exopolysacchari-

des bactériens étaient considérables (CORPE,1975 ; BROWN et LESTER, 1979 ; STER-

RITT et LESTER, 1980). Touæfois, les résultats obtenus sont en partie critiquables, car le

matériel extrait des bactéries peut êue contaminé par des molécules arraclrées de la périphérie

cellulaire type protéines et même des acides nucléiques, résultant d'une lyse cellulaire

(BROWN et LESTER, 197 9).

' 
Poru contourner ce problème d'çxtraction, quelques auteurs ont utilisé des souches de

Ktebsietla acrogenes K54A3 et K54&(0) respectivement ftte et faible producuice dbxopoly-

saccharides (FRIEDMAN et DUGAN, 1968 ; BITTON et FREIHOFER, 1978 ; BAIJDA et

BI4ICIÇ 1985) potr démonrer I'action des exopolymères vis-à-vis des métaux.

L'accumulation des métaru par les exopolymères extraits de boues activées a pu êue dé-

crit sous formc dlsottrerme (BROWN et r-FSTER, 1982a). La frgrre 9 monre des coubes

biphasiques. Pour les valeurs supérieurcs à 0,01 mg/t et 1 mg/l de Cd+2 et Ni+2 respective -

mÊnq les valcgrs de métal adsoôé n'augrcnent plus, indiquant la saturation des sites dÊ fixa-

tion des polymères à ces concentrations.

a)
b)
c)
d)
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Figure 9 : Isothcrmes de Freundlich Eontrant la rclation cntre (o) cadmium (A) nickcl, ad-

sorbés par les polynères cxracellulairss (BROWN et LESTER ,1982).
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b) Lamembraneexæme

Comme cela a déjùétÉdécritpar SAVAGE etFLETCIIER (1985),la membrane externe

représenæ un système complexe. Les porines existant dans cetæ membrane et formant des

pores ou des canaux aqueur( (raversant la structure membranaire hydrophobe) (NICAS et

I1ANCOCK, 1983 et BENZ' 1985) pennettent le passage d'ions 6pe Na+, K+ ou des susres

(NAKAE et NIKAIDO, 1975 ; NAI(AE, 1976 ; SCHINDLER et ROSENBUSCH, 1978),

mais ne semblent pas jouer un rôle dans le passage des ions métalliques.

Par contre, il a été observé par quelques chercheurs que la membrane externe était capa-

ble d'accumuler les métaux. Ce phénomène a été tout d'abord observé par BEVERIDGE et

KOVAL (1981) sur des parois plus ou moins pruifiées de bactéries gram négatives. Ensuite,

NAKAE et NAI(AE (1982) et HOYLE et BEVERIDGE (1983) ont monué le rôle dans la fixa-

tion des métaux par la fraction rembrrane exteme.

La membrane exteme est composée principalement de : phospholipides, protéines et li-

popolysaccharides (voir chapinÊ2.2.),dont les groupements préscnts dans ces molécules in-

tervenant dans la fixation des métaux sont essentiellement : les groupements phosphaæs, des

phospholipides et lipopolysaccharidcs (FERRIS et BEVERIDGE, 1984), et les groupements

carboxyliques et thiols des protéines (DOYLE et al., 1980 ; JACOBSON eITURNER, 1980).

Ces protéines possèdent aussi un grand nombre de groupements chargés positivement,

comme les fonctions amines, lesquelles peuvent former des liaisons avec des anions métalli-

ques @LLINDELL et JENKINS, lW).

L'énrde concernant les groupements phosphates conlme siæs d'adsorption des métaux a

été plus détaillée et dans certains cas elle a aussi servi potu la caractérisation de lipopolysac -

charides ou de phospholipides des différpntes souches de la dme espèce bactérienne (Figure

10).
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ErH-NH3

D2l D?lf2

Fïgnre l0 : Suucture dcs lipqolysacchridcs thscherichiacoili Kl2*r.n D21 ct D2lfl'et

ses gpupes cbargÉs dguivement, plus particulièrement les groupes phosphe

rc (C0UGHLINgd- 1983).

GLC = glucose ; GAL = galactose ; HEP = Lglycéro-Dmano-heptose ; GLN-AC =

N-acétylglucosaninÊ ; ErIl-NH3+ = éthanolamine ; P = phosphaæ
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L'interaction entre le phosphore et lqs mét4q1a ttté étudiée plus récemment par PO-

KORNy (1983) en utilisanr la résonance magnétique nucléaire (RMN) du phosphore 31.

Dans ce cas, le cadmium pénèrerait dans une sphère hydratée de groupement phosphaæ et se

placerait au niveau de la molécule dbau dans une liaison hydrogène avec I'atome d'oxygène

libre du groqpementphoqphaæ (Figrres Ila'b).

Figure ll : Modèle dintcraaion des phoqphates avec les métarx (POKORNY, 1983).

'Dans 
ce modèle, le magnésium pas plus que le Ca2*, SP* et 7-nû ne sont capables de

frnérer le rayon hydraté pour substituer la molécule dbau et établir la liaison hydrogène avec

I'oxygène. Enfin, I'utilisation de la RMN du 31P sru des structures biologiques a monEé I'in-

teraction des phosphaæs de la membrane externe tEscfurtchia coli K12 avec I'euopium

(FERRIS et BEVERIDGE, 1984) et le manganèse (FERRIS et BE\IERIDGE, 1985, non pu-

blié).

c) Iæ pptidoglycane

Iæ peptidoglycane est une structurc à maillcs larges cmposée basiquement dÊ sucr€s et

de peptides et, comûle cela a æi}-étédécrit, chez les bactéries gram positives, elle est associée

à I'acidc téichoilque.

t \
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Le peptidoglycane est aussi capable d'accumuler des métaux. Cenercbservation a été

faiæ tout d'abord par IvIARQLIIS el aL Q976) ; IvIATIIEWS 9l s[ (1979) et BEVERIDGE el

AL (1982) en utilisant des parois de bactéries gnm positives. Plus tard, HOYLE et BEVE-

RIDGE (1984) e11s fiayaillé sur le peptidoglycane tEschertchia coli Kl2. BEVERIDGE

(1984) ûret en évidence le même phénomène avec des parois extraiæs à partir de E. coli dont

le.peptidoglycane frxe deux ou trois fois plus de métal (Na*, K*, Mg*2, Ca*Z,VIn+2) que la

æmbrane extorne.

Les groupements les plus efficaces dans la fixation des métaux par le peptidoglycane

sont : les groupements phoqphaæs de I'acide téichoïque (chez les bactéries gram positives) et

amino et carboxyles des chaînes peptidiques @gure l?).Lamise en évidence du rôle de ces

dernien dans la complexation des cations métalliques divalents aétéfute par IvIARQIIIS 9I3L

Ory1,DOYLE et a[ (1980) et par BE\TERIDGE et MIJRRAY (1980). Par exemple, ccs au -

teurs ont bloqué les sites carboxyliques çhimiquement pour démontner leu intervention dans

la fixation des métaux.

Ainsi HOYLE ot BE\ÆRIDGE (1983) ont rcuvé que pour I mg de peptidoglycane ex-

trait à partir de la paroi cellulaire tEscherichia coliKl2,il y avait 0,02 ;tmole de groupemens

carboxyliques susceptibles de fixer des cations divalents qpe Mg*2 et Ca+2. De plus, selon

BEVERIDGE et MLJRRAY (1980), pour un cation il intervient deux résidus carboxyliques.



60

I ouucose
e-l t-3-orr.- cH-cH2-o

o
l l

N-  C-CH3

CH3-C-C
NH

I

CHq-C'H

C.O

Figrne 12 : Structure de la paroi de Baciltus subrtfiqmonEant les siæs capables de fixer les

métarx (cuboxyliques et phosphaæ).

Lc siæ de frxation entre le peptidoglycane et I'acidÊ téichoïque polyglycérophos

phaæ estincqtnu mais rcp1f,senté par (X). (DOYLE et al.. 1980).
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2.3.2.2. A bsofPfiqn/{$cumul atioJr,.,.intracÊf lul$ifg

La membrane cytoplasmique bactérienne, comme toutes les membranes biologiques,

constitue une forte barrière de perméabilité sélective, directement concernée dans le transport

d'ions et de molécules vers I'intérieur de la cellule. Cette barrière sert principalement à réguler

le voluæ cellulaire, mainænir le pH intacellulaire et la composition ionique favorable aux ac-

tivités enzymatiques.

Les mécanismes susceptibles de transporter les molécules et les ions à travers la mem-

brane sont:

' 
a) transport actif : dans le transport actif, la variation d'énergie libre de la molécule

Eansportée est positive (nécessitant un apport d'énergie)

b) transport passif : dans le transport passif, la variation d'énergie libre de la

mlécule transportée est négative (cetæ réaction éant sponunée).

L'apport dénergie nécessaire dans le transport actif peut provenir de I'hydrolyse d'une

molécule d'ATP ou, en d'autres tennes, se révéler ATP dépendant, par exemple potrr le trans-

portde cadmium pt Srytrylococcns aweus GYNECKA91fl-, 1981a).Iæ cadmiumemprun-

terait le sysêmc dc transport actif spécifique du manganèse pour pénéuer dans le comparti-

mont inmcellulaire et son Eansport serait conrôlé par le gradient transmembrurairo dÊ protons

issu de la phosphorylation oxydative ou chaîne respiratoire en aérobie et pax I'hydrolyse de

I'ATP en anaérobic.

L'énergie peut provenir aussi d'un gradient transmembranaire des protons. Par exem-

ple, le transport du lacose par la lactose perméase chez les bactéties est couplé à un tansfert

de protons du milieu extracellulaire vcrs I'intérieur de la cellule.

En ce qui concerne les transports passifs, deux systèmes sont bien connus. D'une part

le sysêmc dc porincs décrit préoédcmment" d'auuc part lc sysême que cenains antibiotiques

utilisent pour transporter des molécules d'une face à I'autrp de la membrane en se déplaçant

eux-mêmes ag sein de la bicouche phospholipidique de la me,mbrure cyoplasmique. I1 est im-

portant de noær que aes deux çpes de tranqport, dits médiatés, ne semblent jarnais avoir été

décris pourles métaux.
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Finalement, la diffirsion s@le est unlhénomène qui ne nécessiæ ni é!g1gg ni molécu-

le transporteuse ; dans ce cas,les ions ou molécules s'intnoduisent au trave$ de la membrane

par des mouverrcnts de ces molécules en équilibrant les concenuations de part et d'auup de la

membrane.

L'accumulation des métaux à I'intérieur de la cellule est un phénomène qui a été étudié

par plusieurs auteurs à partir de lbbservation faite str les bactéries sensibles aux métaux et

leur capacité d'accumuler des grandes quantités de métaux dans le cytoplasme. Par exemple

REI{ACLE elAL (1982) ont observé que cette accumulation intracellulaire est dans certains

cas 3 fois plus importanæ chez les bactéries sensibles aux métatx comparativement à des bac-

téries résisunæs.

Plusieurs mécanismes d'accumulation des métaux à I'intérieur de la cellule ont été dé-

crits dans la littérature : I'accumulation des métaux par les protéines capables de fixer les

métaur, dont la synthèse est induite en présence de métaux ; I'accumulation par fomration de

complexes insolubles, et les phénomènes de relargage, c'est-à-dire les mécanismes utilisés par

la bactérie pourréduire I'acctrmulation de métaux

a) Séquestration des nÉtaux oardes protéines spécifiques

Il exisæ des protéines capables de fixer les métaux comme le zinc, le cuivre et le cad-

mium (KIIAZAELI et MITRA, 1981). Cetæ capacité est due à leru richesse en acides aminés

soufrés. En effet, elles contiennent en moyonne 8% desoufre ; mais paf,contre, elles ne com-

portent pas dacides aminés aromatiques (KAGI et VALLEE, 1961).

Récemment, trois de ces protéines ont été isolées chezPseudomonas purtda cultivé en

présence de cadmium (HIGHAM el êL, 1984). Une autre prctéine rcmbranaire de poids mo-

léculairc 34500 daété, isolée chez une souche Alcaligews par Mc ENTEE et aL (1986) dont

la synthèse est induite par la présence du cadrnium à des concentrations supérieures à 0,1 mN'I.

TYI.IECKA el gL (1981a,b) ont monué I'existence chez certaines bactéries d'un plasmi-

de dans lequel deux gènes sont observés : Cad A et Cad B. It gènc Cad A est responsable de

la diminution d'au moins lfi) fois de I'accumulation de cadmium chez les bactéries résistan-

æs. Par contrÊ, selon PERRY et SIL\/ER (1982), le gène Cad B induirait la production d'une

proÉine capable de corylexcrlc métal çpe métallothionéine.
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b) Accumuluion Sar fomationdesrnmPlexes insolubles

Les métaux sontparfois accumulés sous forme de complexes insolubles vraisemblable-

nrent non oxiques pour les bactéries. La nature des complexes formés dépend étroitement de

la composition du milieu. Ainsi, dans un milisu non carencé, AIKING g! AL (1982) ont rap-

porté la pécipitation dc sulfiues de cadmium chez Klebsiella ocrogenes sous forrne de granu -

les inracellulaires.

Enfin, le relargage est un mécanisme utilisé par les bactéries pour réduirc I'accumula-

tion. Ainsi la méthylation de certains métarx conrnæ le me,rcurc et le cadmium pou les rendre

volatiles est un€ méthode utilisée par la bactérie pourréduire I'accumulation intracellulaire des

métaux. Dans le cas du mercur€ (Hg2*), il est transformé sous forme volatile (Hgo) à I'aide

d'une enzyxre NADPH dépendanæ, la mercuique réductase, pour les composés organo-

mercuriques, cbst I'organomercuiale lyase qui intervient (SUMMERS et SILVER, 1978 ; et

ROBINSON et TUOVINEN, 1984).

2.3.3. Evaluation de laccumulation des métaux sur les envelonlrcs bactérien-

len

L'accumulation des métaux parles enveloppes bactériennes doit être traduite, afin d'ête

compréhensible etcomparable, en Ennes objectifs c'est-àdire quantiatifs et, si possible, ciné-

tiques.

Plusieurs c:rpressions et méùodÊs tout à fait diff&entÊs sont généralement utilisées pour

tradufuE cere accumulation Ce sont:

a.

b .

c.

d.

coefficient daæumulation (CA)

facæur de concentration (FQ

e:rpressiur cirÉtique

exprcssion sous forme d'isottrermes d'adsorption : Freundlich

Langmuir

modèlgdÊRtuic

modèlede Scaæhrù
e.

f.
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a) CoefEcient d'accumulation (CA)

Le coefFrcient d'accumulation (CA) exprime la quantité de métal biosorbé par les mi-

croorganismes cbst-àdire la quantité de nétal retrouvée dans ou sur la biomasse, rapportée à

lamasse ou au nombre de cellules, ou même laquantité deprotéines de labiomasse. Le plus

souvent, le CA est exprimé en ldtal fixé] (M) . [matière sèche]i (M-l), ou selon les auteurs

en (M) de dtal fixé. (M;1) de matière sèche. Cette expression nTntègre ni le facæu temps ni

la variable concentration initiale. I€ CA est donc otalement dépendant du moment de I'analyse

et de la manièrc de réaliser lbxffrience.

b) Facteurde concenration (FC)

Le facteur de concentration est une expression qui tient compte de la concentration de

métal intnoduiæ en faisant le rapport : concentrationdemétaldanslaphasemicroorganis-

me/concentration de métal dans la phase aqueuse.

métat fixé M). matière sèchfl C"çtl

métal solution (M), .voluæ liquide G.-1
FC

ou en@rc :

c.A.
FC=

nétal solution (M). volume tiquide (Li)

Si cetæ expression dÊ FC représenæ un progÈs comparativement à celle de C.4., elle

n'intègre toujoun pas le facæur temps eq de ce point de vue, resæ totalement dépendante du

mbrent de I'analyse.

c) La cinétique d'accumulation

Cmme son nqn l'indique, une mesurc de cinétique représenæ par définition une EFsu-

re réalisée au cours du temps, qui va donc généralerent s'exprimer sous la forme méal accu-

mulé M) . matière sèche I (t"L-t) . rcmps-l (fl).1æs uresurçs sont lc plus souvent réalisées

en considérantlhlpottrèse suivante : la quantité etla qualité du maÉriel biologique ne varient

pas durant I'intervalle de æmps considéré. Pour êtne rcspectée, une telle hlpothèse exige que

lbspace Emps soit court porn éviter toutes modifications dcs caractéristiques des cellules (pas
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ds croissarrce, pas de mortalité, pas dç variationdaedvrcLeqaen:ryotbèsglslta4s douæ ra-

rcment respectée, mais malheureusement presque jamais conrôlée par les exffrimentateurs.

Dans le même ordre d'idée, il est imFortant de souligner comme I'ont fait STRAND-

BERG elgt (1981), gue la simple évaluation des matières sèches peut être totalement faussée

par I'accumulation même des métaux étudiés, qui peut représenter jusqu'à l57o dupoids sec

total.

L'accumulation cinétique d'un métal peut en ordre général se traduire Par une courbe

d'allure ri ou quadriphasique (Figurc 13).

L'accumulation des métaux par les microorganismes est un phénomène assez rapide.

Dans la plupart des études concernant ce sujet, plus de 70Vo dutotal du métal sont accumulés

dans la premièrc hetrc (BRODA, 1972; IyIACKA 91l d- L979 ; BAUDA et BLOCK' 1985 ;

BORDONS et JOFRE ,1987 ; FLATAU el d* 1984). Dans les deux premières phases de la

cinétique, un processus d'adsorption (à la périphérie cellulaire - sur les enveloppes) et d'ab-

sorption à lTntérieur de la cellule sont observés. Une certaine quantité du nétal rcsæ piégé par

les siæs de fixation des enveloppes tandis qu'wte auue quantité taverse labarrière membrute

cytoplasmiquc pour s'accumuler dans le cytoplasme. Après les deux premières phases au

cours desquelles I'accumulation est rapide de type "exponentiel", utle phase de ralentissement

est observée avec saturation des siæs de fixation périphériques et accumulation intacellulaire

(absorption), etrelargage dû à deux phénomènes : soit que la bactérie possède le mécanisme

pour transforær le méal et le faire sortir (et flux du métal), soit parce qu'il y a lyse cellulaire

et par conséqtrent libération du métal.
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mg métal lixél g matière sèche

\ adsorption
+

absorption

adsorption

absolption

Figure 13 : Représentation
d'un métal par

pseudo-saturation

absoÏption

,elarg*"g"

lyse
relargage

théorique d'une cinétique d'accumulation
les bactéries

tem ps
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d) Isothermes d'adso,rption

D'une manière plus générale, les processus d'adsorption sont repésentés par les iso-

thermes d'adsorption dont la liuérature est tnès abondante. De fait, ces isothemres initialement

utilisés pour décrirc I'adsorption des gaz sur des solides, traduisent dans noue cas I'adsorp-

tion d'ions en solution aqueuse (les métaux) sur des solides fies bactéries).

Deux qæes d'isotheme sont généralement utilisés : lTsotherme de Freundlich et lTso-

therme de Langmuir. LTsotherme de Freundlich (ELLIS et KNEæK, 1972) a souvent été

employée pour décrire l'équilibre ente le né!41 adsorbé par les bactéries et le métal restant en

solution. L'isotherme de Freundlich oHit à une loi empirique qui suppose que tous les sites

de fixation ne sont pas équivalents, c'est-à-dire que les surfaces dadsorption sont hétérogè-

nes. L'{uation obtenue estdu type :

Met adl = K Met so1l'h

Met ad = euantité de méal adsorbé par unité de poids d'adsorbant

Met sol = concentration de métat en solution à I'quilibre après adsorption

K.n = constantes

trtr représente la penæ et K représente la constante du complexe :

Met.adl

Met.soulh

Cette équation peut se linéariser en coudonnées Log-log (Figure 14) et s'applique gé-

néralement pour des faibles concentations de métal en solution et à l'quilibrre, elle s'écrit :

Log Met adl = lrh Iog Met so[ + Ing K

' 
Ainsi, des isothermes de Freundlich ont été tracées pour traduire I'adsorption du cad-

mium par Pseufunonas fhnrescens (BALIDA et BIOCK, 1985) I et Klebsiella aerogenes
(BROIVN ct LESTER" 1982a), du nickcl par Pseudomorus sp. (BORDONS et JOFFRE,

1987) ; du cuirrc ct cadmium par les polydres de K. ærogenes (RUDD gl gL 1984) et aussi

par des populuions bactériennes mixæs (GAID, 1981 ; FRISTOE et NELSON, 1983) (Figuæ

1s).
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LogIMet.ad.l

Figure 14 : Représentation
d'une isotherme

LogIMet.sol . ]

théorique de la linéarisation
de Freundlich
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Figure 15 : Isothermes dc Freundlich montrant la rclation existant entne les métaux : O cad

migm" O -onganèse, A nickel, Â cobalt âdsorHs parK. aerogenes et le métal

cn solution. (BRO}IB.I etLESTER" 1982a).

Cetæ représentation (Figrnc 15) monup que pour les uois métaux utilisés, l'adsorption

par K. acrogencs cst similairc éunt donné la valeur presguc idcntique dcs uois pontes.
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Poru des co4centrations élevtls, @hc de la satuation, I'iso-

therme de tangmuir est pÉféré (t-4, FRANCE g aL 1986) @gurc lQ. L'équation exprimant

cetæ isotherme s'écrit :

lvlet ad =
K. [Met soU.b
l+KMetso l l

tMet soll I . Met so[

F,Ietadl ll.D D

111 - -  r -

Fvtetadl K.bMet sol b

K : représente la constantÊ d'équilibrc d'adsorption

b : représenæ la capaciÉ ultinp dadsorptlon

1/Met.ads.

1/Met.sol .

Figure 16 : Représentation théorique de la lin6arisation
d'une isotherme de Langmuir
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IVELLS et BROWN (1987) montrent I'adsorption du cadmium par Rhytidiadelphus

sqatrrosu:t en utilisant une isotherme de Langmuir (Figurc 17a,b)
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Fisur€ l7a : Isotherme dadsorption dc Langmuir- 
du cadmium parRlryMidelPluu
sqwnosw dè deux PoPulations
différentcs.

Figure 17b : Linéarisation de I'isother-
ne (WELLS et BROIVN,
1987).

Ces dcux modèles (isothermcs de Freundlich et de langmuir), bien que très utilisés et

souvent représentés dans la littérattue, ne répondent pas à toutes les questions que les cher-

cheurs sc posent au sujct dÊ I'adsorption des métaux sur les bio'masses. La notion quantitative

des siæs d'absorption et la coopération entre eux ou simpleænt les phénomènes de déplace-

ment des métaux sont absents et incapables dêtc expliqués par I'utilisation dc ces modèles.
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e) fvlodèle deRuzic

Le modèle de Ruzic a été proposé par RUZC (1982) pour essayer dc mieux compren'

dre la notion de ligand avec plusieus sites (métal libre et complexe Ligand + méal). Ce nodè-

le permet d'apprécier la constante de stabilité (K) des complexes métal-ligand (ML) et les

tlpes de sites de fixation ; les équations suivantes rnontrent la manière détablir l'équation gé-

nérale de Ruzic.

A léquilibre, il est possible d'écrire :

d'où

K
M+Lptv l -

' ttvfl-lÀ=M.E

h = tLI + [ML] ou Nh = ffi + [ML]

T4Ml
Iur- tM =Lr- tl,l=h-mç-

M--tMl

+T:+Iv{t-M=h

06-tr"rl)#=KI1

Ml =&I-MJ=I
Iv[r-M IaT h Ktlal

F4 =gq=l nl
tvt-[M h IaT \-/
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D'après l'Quation (1) le tracé 
" ffien 

fotction ale [MJ (bitconduire à rme droiæ de

1 l
de penæi 

", 
d'ordonnée à I'oriSine g-tr ^*r

ffi = concenûation de méal libre

[L] = çqnçttration en ligand

[ML] = concentration en méal complexé

K = constanæ dTnstabiliÉ

ùh = métal oal ; Lr = ligand oal

Quelçes exemples ont été donnés par RLIDD cl a|" (1984) et BARON (1987). Iæs fi -

ggres 18a, b, montrent deux représentations du modèle de Ruzic, de I'adsorption du cuiwe

par les flocs de boues activées et par les polymères extracellulaires. Dans ce cas, la disconti-

nuité dans les couches montre qu'il y a au moins deux tlpes de siæs d'adsorption. Toutefois,

æ modèle ne pennet pas de savoir si ces sites travaillent en coopération positive ou négæive.

=
o
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=
o
=
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3
(x to 'e 1

Fisure 18b : Adsorption du cuiue par- 
les polymères extracellu-
laires. It[et sovMet adsor
cqltre Met sol.

3
(x  to -6 )

Fisure 18a : Modèle de Ruzic, de l'adsorption
de cuinre par les flocs ds bouc
activée.
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0 Modèlede Scarchqd

Le modèle de Scarchard (SCATCHARD , L949) pennet d apprécier les constantes ciné-

tiques (Kl, K^^ ... Kan), les quantités de métal fixé par unité de ligan4 les différents qryes de

siæ de fixation de dtaux, et de connaîre la relation existant ontre les siæs (coopération posi-

tive ou négative). DÆILQUIST (1978) montre que si les courbes obtenues sont concaves, la

coopération entre les sites rÉcepæurs est négative. Si les courbes sont convexes, la coopéra-

tion entc les siæs récepæurs est positive. L'équation suivante montrE la façon de représenter

ce.modèle:

L+M ML

a\rcc

L: ligand

M=Métal

K1 et K2 = constantes cinétiques

ML =æmplexe

A l'ûquilibrc, on peutécrire :

Kr [M [L] = Kz [ML] (1)

d'où I'on tirc :

\
-+,
e
K2

ILI[MI K2 r, I

Tffif 
=q=^a=4 Q)

I-e nombrre total de sites récepæus (Nx) est égal à la quantité de fraction ou ligand pié-

geantle métal nL et il vient

Nn=nlLI=[L]+[ML]

fl,l=nlLI-tldl.l

et en combinant les Quuions (4) et (2), on obtient :

(3)

(4)
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Kd
a[t]-F&]F4l-Tffi

Ce qui est équivalent à :

Enfin, en linéarisant, on obtient:

ou encore:

rlt,flr=ffi

1=Kd*1

ML nLM nL

t#=-K"tlfl.r +\nt'.r

L'expression graphique de cetæ équation @gures 19a et b) monue que si la fraction

ou le ligand étudié contiennent un seul qrye de récepæu, on obtient une droite de pente

Ka Au contraire, si la fraction énrdiée contient plusieurs tlpes de siæ on obtient une courbe

pour laquelle il est possible de défrnir au moins deux tlpes de récepætr (à foræ et à faible af-

finité).

Dans le cas de la frgrre 19b, cetæ représentation montre une courbe concave aveç au

moins deux t]ryes de siæ avec deux affinités différenæs en coopération négative, ce tyrye de

coo$ration impliquerait que la priorité est plus importanæ pour un ou plusieus sites que pour

d'autres.

Quelquas exemples ont été donnés paTDAIILQIIIST (1978) pour d,es courbes convexes

dont les siæs sont cn cooffration positive. Ce type de coopération impliquerait la même priori-

té pour tous les sies.

I-e modèle de Scaæhanl a éÉ utilisé parplusieurs chercheun à causc dc la grande quan-

tité d'informations qu'il foumif Dans la plupart dÊs travaux concernant la fixation des métaux

sgr des ligands, les æchniques utilisées sont principalement : la dialyse, la filration de gel ou

le passage par colonne de sephadex. 13 dialyse est Ïune des æchniques les plus utilisées car
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elle comporte un nombre peg élevé de manipulations ; elle est la manière de prccéder la plus

simple et la plus pratique, surtout quand il s agit des bactéries ou des structures subcellulaires.

Iæs bactéries ou structures subcellulaires vont direcæment dans le sachet de dialyse et

sont maintenues à 4oC sous agitation, limitant les risqæs de contamination et peut€trc de ly-

se ; les sachets sont suffrsamment grands pour loger des quantités assez imFortantes de bio-

masse cellulaine (de I'ordre de quelques graûlmes) plus les solutions des métaux, mais leur

porosité est telle qu'elle pennet uniquement la sortie du métal libre, facile à doser dans ces

conditions dans la phase aqueuse. Avec cette méthode, il est possible de travailler avec des

élénpnts radioactifs en réduisant I'exposition du manipulateur aur( mélanges radioactifs.

. De nombreux travau( ont été réatisés pour expliquer la fixation des métaux sru les li-

gands "simples" (une molécule avec un groupement bien s$cifique) ou sur des ligands plus

complexes comme les enveloppes cellulaires ou des cellules entières (PRICE, 1972; LAM-

BERT c! aL, 1975 ; KADOKLTRA et d- 1982 ; GIEBSY et d,, 1983 ; RLJDD el sL, 1984 ;

MURTIIY et FRIESEN, 1985). A titre d'exemple, un uidèle de Scarchard est utilisé pour

expliquer I'adsorption du cuinre sur une prctéine (Figure 20) par I(ADOTKTIRA eg aL (1982

Dans la figure 20 au moins deux tlpes dp site de fixation sont observés ; le premier

avec une pente K1 plus importanæ, traduit les sites à plus fonte afftnité, le deuxième avec

une pente K2, traduit les siæs de moins foræ affinité. Ces siæs travaillent en coo$ration néga-

tive car la courbe est concave. I-es deux æchniques (dialyse et filtration de gel) utilisées ne

présentent aucune différence dans I'inærprétation de ce modèle en ce qui conceme ce cas pré-

cis (cuirrre plus une protéine-kératine).

DOYLE et aL (1980) et il{ATIIEWS e êL (1979) ont travaillé sur I'adsorption des mé -

taux qæe Aû,Na+, Mg+2,7f,r+2,tr{n+2, stu la paroi cellulaire modifiée au niveau des sites

carboxyliques et sur le peptidoglycane de Bacillus snbtilis respectivement

Les auæurs ont utilisé la technique de dialyse pour la fixation des métaux sur les stnrcfir-

rcs et linærprétation a été faiæ par le modèle de Scarchard (Figurç 21). Dans ce cas, les au-

telr6 ont linéarisé I'ensemble des points obtenus, empêæhantparconséquentl'appréciation des

différents siæs existant dans oos strucfires complexes et leur coopération.
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Figure 20 : Reprrésentation de Scarchard de I'adsorption du cuirtre snr un protéine (Kératine),

comparaison dc deux méthodcs : O Dialyse ; O Filtration sur gel (IGDOKI'JRA

et al.. 1982).
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Figrne 2l : Prrésenation du modèlc dc Scarchard dc fadsorption dcs métarx sur les parois de

Baciïfits sybtitis ryrès lQuilibre dc dialyse (DOYLE et al-. 1980).
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2.3.4. Extraction des métaux

L'extraction des métaux a été enteprise par plusieurs chercheun pour essayer de com-

prendre de manière fondamentale la localisation de ces métatx au niveau du matériel biologi-

que, la quantité de métaux qui serait adsoôée sur les surfaces cellulaires et celle qui serait ab-

sorbée à I'intérieur de la cellule. Finalement, à un niveau plus pratique, les techniques d'ex-

traction ont été appliquées au "nesoyage" des biomasses çsntaminées avec des métaux.

Les enveloppes cellulaires jouent certes un rôle important dans I'accumulation des mé-

taux, mais elles peuvent en effet s'accumuler plus profondément dans la cellule, faisant du

même coup que les stratégies utilisées pour atteindre ces métaux deviennent extremement

complexes. Iæs métaux liés à des exopolysaccharides seront a priori plus facilement extracti-

bles que ceux liés à des protéines intracellulaires ou à de I'ADN à cause principalement de la

barrière constituée par les enveloppes.

A un niveau plus pratique, il est rès important de connaîue la manière d'exnaire les mé-

taux contaninant les boues de station d'épuration. MEGIJELLATI (19E2) et FORSTNER

(1984), au moyen d'une extraction sélective, ont pu montrer la répartition des métaux entre

plusiegn fractions : fraction échangeable et facilement soluble, fraction carbonatée, fraction

facilement réductible, fraction modérément réductible, fraction résiduelle. En connaissant ces

diverses relations boue-métal plusietrrs chercheurs ont voulu extaire les métaux des boues à

I'aide d'un ensemble de techniques.

Parmi les solutions proposées et appliquées pour extraire les métaux aussi bien à panir

des populations pures dc laboratoire qu'à partir des populations mixtes, complexes et incon-

nues d'un système de boues activées, il y a : l'éluriation, I'acidification, le remplacement

pard'autres ions I'utilisation des complexants. La plupart des auteurs utilisent un mélange de

plusieun de ces æchniques (SCOTT et HORLINGS, 1975 ; HAYES çtsl, t979 ; JENKINS

std- 1981 ; LAKE 91al, 1984 ; COULD et GENTELLI,I9&4; ALIBIIAI c!3L, t985 ; LE-

GRET et d- 1983, 1987 ; KEMPTON et d- 1987).

L'éluuiation consistc en un ou plusieurs lavages de la boue par de l'eau non contaninée

avec dcs métaux de façon à obtenir les premières quantités de métaux présents dans la boue

sous "forme soluble" (ADAMS, 1965) quoique, dans la plupart des cas, les quantiés extraites

ne sont pas rès élevées. Par cxemple, JENKINS et COOPER (1964) ont monré que Par cette

métlrode les pourcentages exmctibles en Cu*2, Ni+2et Zn+zétaientreslrcctivement de 0,3 ;

l4,3 etlJ%.Lorsque LANGERWERFFggL (1976) sèchent les boues avant de les laver
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avec de lbau de robinet contonant O6 tvt CaClz, les p,ourcentages d'extraction augmentent à 2,

LL et36% pour le Cu+2, Cd+2 et Zn+2 respectiverent

I-es formes extractibles ou facilement échangeables du métal peuvent êue extraiæs en

utilisant dÊ 0,1 à 0,5 M d'acétaæ dammonium" mais le rendement est inférieur à 1% (AN-

DERSSON, Lns).

Enfin les métaux peuvent êue complexés (adsorbés-absorbés) à la matière organique ou

à des composants cellulaircs (surout à des groupements fonctionnels). Ce phénomène a été

observé par CALLANDER et BARFORD, 1983. Lbxtraction de ces métaux est encore plus

diffïcile et nécessiæ des réactifs plus "futs". ruSTE çtaL[fl7) et LLJND e aL (1985) réali-

sent dps extractions en utilisant des acides t)?e : HCl, H2SOa ou des mélanges comme KCI

0,1 N ; DTPA ; EDTA ; NTA ; ces derniers sont dos cations ayant une plus grande affinité que

les ligands pour les métaux.

La figrue 22 résume les différents types de réactifs urilisf,s potu I'extraction des métaux

des boues activées : I'eau (élutriation) est très utilisée pour les formes solubles, le KNO3 pour

les formes exchangeables, mais pourles formes fixées à la matièrc organique ce sont les com-

plexants rype DTPA, EDTA. Enfin pour les formes résiduelles c'est le IINO3 le plus utilisé.
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Un très bon exemple fiableau 15) aété donné par STOVERç!3L (196) sur I'extraction

des dtaux présents dans une boue par différcnts réactifs chimiques les plus utilisés.

Tableau 15 : Pourcentages d'extraction des méAux d'une boue digérée
anaérobie par les différpnts réactifs'

Elément r(N()3 K} Naf2u7 ED'I'A flNU3

cd (rr) 0 0 14,E 4E,U L l r J

cu (u) 614 10,4 10,4 22,5 35,1

Ni (u) 13,9 E,3 L4,Z
'5'zr4

ord

ZN UT) 0'3 014 50,3 LE,2 913

D'après le tableau 15, ce sont les complexants tlpe EDTA les plus efficaces dans I'ex-

traction des métaux d'une boue digérée en sachant que les concentrations utilisées sont très

faibles par rapport au( autes réactifs. Iæs æchniques d'extraction des métaux par les comPle-

xants rcposent sur la possibilité de dissociation du complexe métal-biomasse. I-€s complexants

présentent une affinité pour le métal plus forte que celle des siæs de fixation dans la cellule ;

d'autre part, les complexants organiques et de synthèse possèd€nt des groupements fonction-

nels en plus grande quantité, prêts à intervenir dans le piégeage des métaux. Les complexants

les plus utilisés dans les techniques d'extraction sont : EDTA, DTPA, NTA (LAKE etd-

1984).

. EDTA : Acide éthylène diamine tétracétique : C1sH16OsN2

PM = 29225 g/mol.

./
N-HC=Cl I -N

\

cxl, - coo- H+H*
-ooc - cxt, \
-ooc -cl\-/H* qL - coo-H*
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. DTPA : Acide diéthylène tiamine pentaacétique : ClaHsOlsN3

PM = 393,35 g/mol.

c00- H*
I

îq ,%- coo- H*H* -ooc - 6xLr

. NTA: Acide nitilo tiacétique: Cfieo6l'l

PM = l9l,l4 g/mol.

H+ -ooc- crr-N(

N - H2C : Cq - N - I{2C -- CIr2 - N\
H+-ooc-rt{ 

' ' ' ' tcrrr-coo-H+

cL - coo-H+

cl{r- c0o'H"

Figure 23 : Formules semi-développées des complexants EDTA, DTPA, NTA (Merck index

1983).

L'action des complexurts dépend du pH et de leu concentration. Ainsi NORWELL et

LII{DSAY Qnà obsenrent I'influencc du pH sur "l'afÉnié méal-ligand" : le cuirne et le zinc

additionnés à des sols dc pH différents sont faiblement complexés à un pH de 5,8 alon qu'à

pafiir d'un pH dE 6,8 le taux de métal complexé aneint les 507o, indiquant qu'à pH alcalin

(faible concentration en proons) les complexants du sol sont moins compétitifs que le DTPA

pour ces deux métaux. Ces mêmes auteu$ ont travaillé avec IEDTA et observent que les

corylexes EDTA-OI etEDTA-Zn ont une stabiliÉ mardmalg àpH = 6,8. Audplà de ce pH, le

Ca2*déplacc ces métarx du faitde saforæ afrinité pour IEDT.{"

GARDINER (196) sTntéresse également à I'af6nité de ItsDTA vis-à-vis du cuinre, du

cadmium et du zinc. Intégrant dps données de SILLEN et IvIARTELL (19il et 1971), il ob-

senre dcs "affrnités relatives" dc IEDTA poru différents cations, déctoissantes selon Cu2+ >

Cd2+ > ZrP+.Lc cuirnc en présence dEDTA à 10-6M et d'autrcs complexants inorganiques

(Cqz'à 1Q-3M.OH) est préférentiellerrrcnt sous la foræ Cu-EDTA. D'autre part le cadmium

est complexé à plus dl,g}%par IEDTA pour des concentatiotut respectives de 100 mg Cd/l et
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5x10-7 mole EDTM. Enfin, le remplacerent de IEDTA par le NTA conduit à une augurenta-

tion du taux de métaux complexés, avec 10 fois plus pour Cu2* et 4 fois plus pour Cd2+.

Selon BARICA g êL (1973), IEDTA est plus efficace dans la complexation du7;f*.

Ces complexants dÊ synthèsc à forte concentration ont une action toxique pour certaines

souches bactériennes en piégeant et cn arrachant les cations fixés sur les structures et qui sont

indispensables à la cellule : cbst le cas dÊ IEDTA qui selon GRAY et \TVILKINSON (1965)

déstructnre les parois isolées de certaines bactéries sensibles courrn Pseudomonas aerugirw'

sa.

Ces complexants ont également été employés dans les techniques d'extraction lors

détudes de métaux dans les boues activées.LAKEçtgl(1984)relèventainsil'utilisation

du DTPA dans la mise en évidence des forres "diqponibles" des métatx, cbst-à-dire liées à la

biomasse mais extractibles par I'action de complexants forts. LEDTA est aussi utilisé pour

déplacer les métaux.
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3. MATERIEL ET METHODES
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3.I. PSEUDOMONAS FLAORN

P seudonunos fluorescens (Institut Pasteur 6326), largement disribué dans I'environ-

nenent, a éé choisi coûrme représenunt des bact&ies gnm négatives, permettant dobtenir les

trois enveloppes cellulaires : membrane externe (M. ext), peptidoglycane @G), membrane cy-

oplasmique (trd.C.), qui serviront de support à note recherche au niveau de fractions isolées.

Cetæ souche a été cultivée à 30oC sous agitation dans un bouillon nutritif peptoné, pH =

6,9 (bio Mérieux 51101) et conservée à 4oC sur gélose inclinée (bio Mérieu 51381).

Les cellules de Pseudomonas ont un diamère d'environ 0J-0,8 pm et une longueu de

2,3 à2,8 pm. Elles présenænt ptus d'un flagelle qui leur pennet la mobilité. Dans le cas de

Pseudomorws fluorescers , il y a production d'un pigment fluorescent (t1rye pyoverdine). P.

flnrescens est oxydase, citrate ct nitrate positifs, hydrolyse les protéines mais pas I'amidon.

Il utilise comme source de carbone dans un milieu de laboratoire, glucose, tréhalose,

2-cétogluconate, etc... (KRIEG et HOLT, 1984). La æmpérature optimale de croissance est

25-3O"Cen aérobie. Sur une gélosc nutritive, les colonies de P.fhtorescens sont petites, otr-

des, plaæs et incolores. Sur un milieu où elles peuvent produire des pigments, les colonies

sont colorées; par exemple, sur une gélose au désoxycholate citrate lactose (D.C.L.), les co-

lonies sont verdâEes ou bnrnâres ot lactose négatives (cetæ description est loin dêre complè-

te, elle se limite à donner quelques détails et à présenter le matériel biologique employé dans

cefie é$dÊ).

3.1.1. Psczdomozas Jllrorescazs pour le fractionnement des enveloppes

La suspension de P.fhwescens utilisée pourle fractionnement des enveloppes cellulai-

res a été obænue par culture en laboratoirc en plusierus étapes : Un tube contenant 10 ml de

milieu nutritif (NB) (bio Mérieux 51101, pH 6,9) a été inoculé avec le contenu d'une culture

purÊ de P. ffitorescens cultivé en aérobie dans une gélose inclinée d'agar nuritif pendant

l7-2Aherres à 30oC. Un erlen (250 ml) contenant 100 millilitps de bouillon nutritif a été en-

semencé avec les 10 ml de l'inoculum déjà préparé puis laissé pendant 24 heures à 30oC sous

4gitation.

Des échantillons de 20 ml dÊ cete culturc ont ensuite été innoduia stérilernent dans 5 er-

lens contcnant chacun 700 nl fls milieu (BN) placés pendant 24 heures sous agitation à 30oC

aftr dobænirune forte produAion de cellules en phase stationnaire.
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Iæs cellule.s bactériennes ont été récupérées du milieupar cenuifugation à 25 000 g pen-

dant 30 min à ærsrature ambianæ pourêtre ensuite lavées avec un mênæ volume de solution

saline stérile (NaCl :0,857o). Les culots obtenus ont été remis en suspension dans un volume

final de 250 ml de solution saline stérile pou obænir une concentration bactérienne de I'ordre

de 4,5x1011 bactéries par milliligp (soit 589 mg de poids sec), nécessaire à I'obtention d'une

quantité sufFsanæ et mesurable des structures bactériennes.

3.1.2. Prénaration drune suspension de Pseudorzonas flaorescens pour les

essais draccumulation des métaux après croissance

En ce qui concerne les essais de contarnination par des métaux après culturc, une sus-

pension dePsendomonasfltnresceru (d'environ 108 bactéries/ml) a étêpréparée dans de I'eau

distillée stérile à partir de colonies bactériennes obtenues sur gélose nutritive (Bio Mérieux

51381 à23 EID après 24 heures d'incubation à 30oC. Cene suspension a été filtrée au travers

d'unc toile à bluter (5 Um) poru séparer les aggrégats bactériens.

3.1.3. Préparation drune suspension de Psezdamonas jlzorescens pour

les essais drsccumulation des métaux au cours de la croissance

Pour les essais de contamination par des métau au cours de la croissance bactérienne, la

sonche de P.fhnrescens a été cultivée dans un bioréacteur alimenté en continu : les paramères

étaient une températue de 30oC, un pH de 7,5, tut débit d alimentation Q = 110 ml/heurp et un

taux de dilution D =0,22 h-l pourun milieu peptoné bio Mérieux 5111 dilué aull? (L2,5 E^)
puis au 314 (L8:15 g/l). Iæs concentratiorur bactériennes ont été détsrminées par la méthode de

numération en gÉlose et e:çrimée en unité formant colonie (cf 3.2.1).

3.1.4. ion

Iæs échantillons de boues æstés proviennent de sations d'épuation traitant des eaux

u#cs à charge urbaine et industrielle. Un prcmier lot était prélevé à la station de Metz, au ni-

veau du bassin d'aération et du filtre-prcsse, le second était foumi par la station de Bordeaux,

prélevé à rois niveau : le décanæur secondaire, le digesæru et le filtre-presse. r-' 'état physique

des boues vuiait selon l'origine:
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- les boues de bassin dafution (appe!ées boueg activées), très fluides, sont une sus-

pension de biomasse dans un effluent;

- les boues de décanæur secondaire et de digesteur sont épaissies (humidité résiduelle

80Vo);

- les boues provenant de filte-presse sont solides (hunidité résiduelle de 30 à50Vo).

. Les échantillons prélevés étaient conservés dans des récipients en polyéthylène, en

chambre froide à 4oC avant utilisation.

3.2. NUMERATION DES BACTERIES

Les numérations bactériennes ont été effecnrées par deux méttrodes : (a) la méthode des

unités formant colonies (U.F.C.) et (b) le comptage microscopique par épifluorescence

Q.Eïf7-Ref :513523 avec une lampe 50WHBO).

a. La méthode des unités formant colonies (U.F.C.) vise à évaluer le nombre de

bactéries capables de se multiplier sur une gélose nuuitive Oio Mérierx 51381) après incuba-

tion de 24 heures à 30oC de l'échantillon ou de ses dilutions au 1/10 dans I'eau physiologique

(NaCl 0,857o).

b. Le comptage mictoscopique par épifluorescence pemrt le dénombrement de tou-

æs les bactéries mortes et vivantes, colorées par I'acridine orange etrcndues fluorescentes par

lalgmière ulua-violette (MAIGNAI{, 1985 ; DELATTRE, 1986). Lanumération a été effec-

nrée après filtration des suspensions bactériennes sur des filres en acétaæ de cellulose de 0,45

pm de porosité, 47 rnrn de diamète, stériles (Sartorius R Ref SM. 13006. M7 . ACN). Cene

filtræion aété réalisée avec urtç trCImPe à eau, sous faible dépression.

La coloration des bact&ies a été obtenue avec une solution de Trion X 100 et une solu-

tion d'acridine orange conservée à +4oC. Ia solution de Trion X 100, fraîchement préparée

conænait: Triton X 100 =0,1% V/V, Saccharose = 0,2 M, EDTA = 0,001 M, acide citrique

monohydraté = 0,02 M, phosphate monopotassiçe = 0O2 M, eau distillée filtrée, stérile

q.:.P. l lire'
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La solution dacridine orange, fraîchement préparée, contertaiJ : acridine onnge 0,l%o

Pfy', chlonue de sodium = 0,1 M, acide citique monohydraté = 0O1 M, phosphate monopo-

tassique = 0,01 M, eau distillê filtrée, stérile q.s.p. 1 liue.

La coloration a été réalis6e en six étapes successives :

1. Séchago des filtres

2. Trempage dans la solution de Trion X 100 pendant I minuæ 30 secondes

3. Rinçage pendant 30 secondes dans lbau distillê, filtrée

4. Trempage dans la solution d'actidine orangcpendant 12 minuæs

5. Rinçage pendant 30 secondes dans lbau distillée, filtrée

6. Séchage.

Le comptage des bactéries colorées à I'acridine orange a été effectué à I'aide d'un mi-

croscope optique (lârtz) équipé pour pennettr€ une observation par épifluorescence (Lampe de

50W HBO). Iæ nombre n de champs à compær a été déterminé par la formule suivanæ :

v1i;= lof *sr2

où f =n203500 = nombrc total dÊ champs
n = nombre de champs oomptés
Sl = écart-tne des Lnx- calculé sur un échantillon nès grand et le plus repr,ésentatif

possible de la population

VG) = écart-type sur la moyenne G) (où x = Lnl) (COCIRAI{,|W).

* La resure de densié opt'rque a été choisie pou déærminer la concentration bactérienne

de suspensions de Pseubnonas fluorescens dans I'eau physiologique (NaCl 0,85Vo), ou dis-

tillée, suprapurc ou dans un bouillon peptoné. Son principe est, à panir d'une droiæ étalon

établie entre la densité optique à 6æ nm (DO52p) et la concentration X d'une suspension bac-

térienne dans rur milieu dét€rminé, de connairp la concentration en bactéries par ml d'une sus-

pension bactérienne par me$rt de sa densité optique à 620 nm" L'équation établie est du

t)?e:
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DO62o = a + b . X (bactéries/d)

soitX = (DO52s lue - alb

Y = 0,0176 X + 0,0031 (r = 0,9996 Pour 7 dilutions)

Y = unités en D.O. à 620 nm

X = nombre de bactéries,ûnydilution.

3.3. TECHNIOUE DE SEPARATION DES ENVELOPPES CELLULAIRF'S

' a) Isolement des membranes externes

Les membranes externes ont été péparées selon la méthode légèrement modifiée de

FORSBERG $AL (1970b).Les bactéries ont été centifugées à 16 000 g pendant 30 min à

4oC, les sumageants éuient alors éliminés. Les cellules ont été lavées trrois fois dans un même

volume de solution salinc stérile afin d'éliminer un mærimum de matériel organique ou dp mo-

lécules du milieu par cenrifrrgation à 16 000 g pendant 30 mh à 4oC.

Iæs cellules entières ainsi lavées étaient mises en suspension dans une solution de sucro-

se 0,5M dans la moitié du volume initial, pour I'extraction des mcmbranes externes. Cene

suspension a été incubép à 25oC pendant 30 min sous agitation et centrifirgée à 35 000 g pon-

dant 20 min. La procédure étlutértt&4 fois. Lcs culots contenant lcs muréinoplastes (cellu-

les sans membrane exærne) ont éÉ remis en suspension dans 70 ml de solution saline stérile et

stockés par congélation à -zsoC'.Lcs 5 surnagcants obtcnus péalablement sont centrifugés à

73 000 g pendant 2 heures à 4oC, les microculots de cette centriftrgation contiennent les mem-

branes externes. Ils sont alors dilués pour avoir un volume final de 10 ml dans une solution

saline stérile (NaCt 0,85% p1=|2).Cete fraction est conservée à -25oC.

b) Prréparation du peptidoglycane

Iæ peptidoglycane a éÉ isolé e,n utilisant la méthode nodifiée dÊ YAfVIATO etAL (195).

30 ml dc la suspcnsion dc muréinoplastes ont été dilués pour obænir un volume final dc 100

ml dans un rampon ris-HCl, pH = 8,0. Une quantité dÊ S.D.S. (Sodium dodecyl sulfaæ ;

Senra ?filffi) a été ajoutée à la suspension contenant les muréinoplastes Pour avoir une con-
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cenrrarion flrnale &,20 mg/ml. Ce mélange a été incubé pendant une heure à 25oC avec agita-

tion de façon à solubiliser la membrane cytoplasmique. Apês incubation, la suspension a été

centrifugée à 24 000 g pendant 30 min à 4oC. Iæs culots ont été remis en suq eiltion dans 100

ml de solution saline stérile, placés dans la glace, et soniqués (avec un sonicateur PONS t1rye

20-2005) pendant 5 min avec des inrcmrptions toutes les 20 secondes. Puis 25 mg de déoxy-

ribonucléase et de ribonucléase ont été ajoutés à la suqpension, laquelle est ensuite incubée à

25oC pendant 15 min, après quoi elle est cenrifrrgée à 78 000 g pendant 40 min à 18oC afin

d'obtenir dans les culots la fraction qui contient le peptidoglycane. Cette fraction est diluée

dans 10 ml de solution saline sÉrile et congelée à -25oC.

c) Préparation des membranes cytoplasmiques

. Les membnanes cytoplasmiques ont été préparées à partir d'un aliquoæ de la suspension

de muréinoplastes selon la méthode proposée par MARTIN et Mac LEOD (1971). 30 ml de la

suspension de muréinoplastcs dans 0,5M sucrose ont été dilués 10 fois dans un tarrpon tris-

HCI pH = 8,0 plus 0,05M Mg SOa de façon à obtenir 300 ml de suspension à une concentra-

tion 0O5M de suqose. La suspension de muréinoplastos est alors incubée à 25oC pendant 30

min permettant ainsi la stabilisation de la membrane cytoplasmique avec Mg3+ @ADDILEY g

ù,1973; COSTERTON eld- 196l ; MARTIN et Mc LEOD, L97l).

La suspension ainsi stabilisée est ensuite laissée à 30oC pendant I heure (de plus) avec

agitation après avoir ajouté I mdl de lysozyme (SIGMA L7001). La formation des protoplas-

tes par digcstion du peptidoglycane éait contrôlée au microscope à contrasæ de phase comme

I'avaient suggéré TIIOMPSONctaL (190). [-es cellules perdant leur forme bacillaire pou

devenirrondes).

La suspension de prooplasæs a été cennifugéc à 11 000 g pcndant 20 min à 4oC. Iæs

culots ont été mis en suspension dans 150 ml de tampon tris-HCl pH = 8,0 et d'e nou-

veau centifirgés à 11 000 g pendant 20 min à 4oC. Iæs culots contenant les protoplastes lavés

ont été remis en suspension dans 300 ml d'eau distillée à 4oC et placés dans un bain d€ glace

avec agitation pendant 30 min poru briser les protoplasæs. Alors 25 mgde déoxyribose (SIG-

lvtA chemical Co., pancrcas dc bæuf, 525 Kuniu units/mg protéine) et 25 mg de déoxyribo-

nucléase (SIGMA chemical Co., pancreas de boeuf,525 Kunitz unitVmg protéine) ont été

ajoutés afrn déliminer les acides nucléiques. Lbnsemble a été incuH avec agitation pendant

15 min à 25oC. Finalemcnt, la suslrnsion a été cenrifugée à 73 000 g pendant I heure à 4oC

afin dobtenir des microculots oontenant les membranes c)'to,plasmiques, lesquelles ont été di-

luées dans 10 nl dc solution physiologiquc 0,85% stérile, et stockês à -25oC.



92

3.4.

La détermination du poids sec a été réalisée sur des suspensions bactériennes, des struc-

tures cellulaires comme les enveloppes et aussi sur des boues activées. Deux méthodes ont été

employées (a) gravimétie apês lyophilisation et O) gravimérie après filtration et séchage.

a) Après lyophilisation : le poids sec des cellules entières, muréinoplastes et des enve-

loppes (membrane externe, peptidoglycane et membrane cytoplasmique) de Pseudornonas

fluorescens a été mesuré apês lyophilisation dans des ampoules en verre bien lavées et sé-

chées. [Jp millili6e de chaque fraction est induit dans chaque ampoule, laquelle avait été

préalablement pesée. Après lyophilisation (à I'aide d'un lyophilisateur @ 52 Herosicc),les

ampoules sont à nouveau pesées. Les résultats sont obtenus pardifférence ente les poids secs

(ouæs les mesures sont faites en riplicat) et ramenés à I échantillon initial de chaque stnrcture.

Un témoin NaCl est fait en pesant I'empoule plus 1 ml deau physiologique 0,857o NaCl.

b) Après filtration et séchage : cette technique est utili#e dans le cas de suspensions bac-

tériennes et des boles activées, d'après la norme AFNOR T90.105. Un filtre Millipore 0,45

pm, préalablement séché I heure à 105oC et pesé, est déposé sur un support en verre fxé sur

une fiole à vide. La pompe à vide étant mise en fonctionnement, 2 ml de suspension bacté-

rienne homogénéisée sont placés sur le filtre. Après 2 à 3 minutes, le filtre est mis à sécher à

l'éruve à 105oC pendant 3 heures puis pesé. La différence de poids du filtre correspondant au

poids sec des 2 ml de suspension bacÉrienne a éé ftralement e:rprimée en mg/I.

Dans le cas des boues de décanæur secondaire, de digesteur et de filtre-presse, le prélè-

vctrEnt pax pipÊtte et la filration sont ici inadaptés. La æchnique consisæ alcs à placer, sur un

filre Millipore 0,45 pmpéséché à 105oC pendant t heure etpesé, une quantité d'environ 2 g

d'échantillon puis à placer le filtre à l'étuve à 105"C jusqu'à I'obtention d'un poids constant.

La différence de poids indique le poids sec de la biomasse rapportê au poids frais.

3.5.

Iæ choix des marqueurs a été fait de manièrc à évaluer la pureté et le degré de contamina-

tion d'une fraction par une autne, mais 4ussi par leur caractèrE dp spécificité vis-à-vis de cha-

que fraction.
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læ 2-céte3-déoxyoctanate (K.D.O.) a .té ghoisi comme marqueur spécifique de la

membrane externe (OSBORN 9g gL, L9721THORNE 9! d- Lnr; h srccinate déshydrogé -

nase (S.DJI.) potu la membrane cytoplasmique (KASAHARA et ANRAKU,In4); les he-

xosarnines ont été dosées pour identifier la fraction peptidoglycane (COSTERTON elaL

1967).Les dosages des protéines et du phosphore ont été aussi effectués.

a) Dosage du 2-céto3déoxyocunaæ

La quantité du 2-céto-3déoxyocunate (K.D.O.) présenæ chezPseudomorws fluores -

cens (cellules entières, muréinoplastes et les enveloppes cellulaires) a été estimée à partir de la

méttrode proposée par AMINOFF (1961) après minéralisation des échantillons. Iæ principe du

dosage rcpose sur la réaction entre le ICD.O. et I'acide thiobarbinrrique en milieu acide (pério-

dique plus sulfurique) qui conduit à la formation d'un complexe coloné rose susceptible après

une extaction au buunol d'un dosage colorimérique à 549 nm.

Les échantillons à analyser (l ml) sont traités avec 5 ml dacide trichloroacétique ùtÙVo

(OSBORN Ctgt, 1972)à la æmpérature de la gtace fondante. Le pÉcipité formé est rrécupéré

par centrifugation à 14 000 g à 4oC pendant 10 min. Iæ culot est repris avec 0,7 ml H2SO4

0,018 N et la solution obænue est minéralisée par chauffage des nrbes fermés à 100oC pendant

20 Ein à l'étuve.

Le dosage du K-D.O. est conduit sur 500 pl de minéralisat atxquels sont ajoutés 2501t|

dacide périodique 25 mlvl àpH: 12 Oréparé dans une solution d'acide sulfirique 0,125 N).

Après mélange et incubation à 37oC pendant 30 min, 200 td darséniæ de sodium 2Vo dans

I'acid€ chlorhydrique 0,5 N sont ajoutés puis incubés à 37oC. Apês cette périodc sont addi-

tionnés 2 ml dacide thiobaôiturique 0,1 M à pH : 9,0. La coloration rose attendue se déve-

loppe pendant 75 nin dans l'eau bouillanæ. Au ærme de ce æmps de réaction, les rubes sont

refroidis à æmpératurc arnbianæ puis 5 ml d'un mélange acide-buunol (95 El de butanol + 5

El HCI 12 N) sont alors ajoutés. Après agitation sur vortex et repos de quelques minutes, la

phase organiquc supérieurc est Élevée et lue à 549 nm conuc ur blanc buunol-acide.

LaD.O.lue est traÀriæ en;rmoles de ICD.O. en utilisant une courbe étalon pÉalable-

ment Éalisée dans les mêmcs conditions, avec une solution standard dÊ ICD.O. (de 0 à 50

pmles par ml). L'équ,ation de cetæ droiæ étalon est :

Y=0,0t/34X-0,0048
(r = 0,9936 pour 5 concentrations)
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où
Y = unités D.O. à 549 nm

[ = pmoles de K.D.O. /ml d'échantillon.

Des essais spécifiques pour tester la conservation de la solution standard au cours du

stockage (non rapportés ici) ont été réalisés, montrant une variation de I'ordre de LIVo parrap-

port à la drciæ précédente. Aussi pour cette raison, il était imffratif de réffær la gamme étalon

à chaque dosage.

b) Dosage de la succinaæ déshydrcgénæe

L'activité de la succinate déshydrogénase a été mesurée sur les cellules et les extraits

d'enveloppes de P.flrcrescerut selon une méttrodo proposée par NACHALS 9! 31. (1960), et

adaptée par I(ASAI{ARA et ANRAKU çnq.

Le dosage de cette enzyme présenæ dans la membrane cytoplasmique des bactéries est

effectué par la mesure de la dégradation de la couleur du 2,Gdichlorophénolindophénol

(MERCK 3023) et de la phénazine méthosulfate (SIGMA W625) (DC PIP et PMS respecti-

vement) réduits par I'enz5rme activée et susceptibles d'êue détectés par la décroissance de la

D.O. à 600 nm à 25oC pendant une minuæ de réaction.

Dans une cuve pour specrophotoménie,500 pl de ris-HCl300 mIvI à pH = 8,0, 500 !d

de KCN 2Ar,\tlet 500 pl de succinate de sodium à,240 mIV[ sont ajoutés, mélangés et laissés

pendant 5 min à 25oC. Apês cett€ Ériodc de préincubation, 500 pl de la fraction contenant

I'enryme sont ajoutés,l'ensemble est alors laissé pendant I min à 25oC.500 pl de la solution

DCPIP 024 mIvI er P.M.S. 12 nI\,I sont ensuiæ ajoutés dans I'ordre et laissés au repos 4 min

supplémentaires.Iæ programme du specrophotomète (KONTRON-LIVIKON 812) est alors

déclenché, de façon à réaliser 5 lectnres à 12 secondes d'inærvalle pendant I min à 25oC et à

une longueu d'onde de 600 nm"

La ̂ D.O. entre lapremièrc ct la demièrc lecttre est établie et les Ésultats sont rappor=

tés à la quantité de proÉines conbnues dans chaque fractioru préalablerent dosées.

A D.O. = eL A concentration en S.D.IL

Â concentration en S.D.H. = Â D.O./eL x mg protéines-l

e = coefficient d'extinction (2,2x10a cm-l.mole{)

L = longueu ôr trajet optique dans la cuve (cm2).
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Des essais supplémentaires ont été effectués su des fractions et cellules bactériennes

après 15 jours de congélation et traitées au sonicateur, pour evatuer un pôssible effet de ces

traitements. Aucune modiEcation importanæ de l'activité de I'enzyme n'aété remarquée (au

marcimum, de I'ordre de3Vo) parrapport aux dosages effectués avec des fractions non conge-

lées ni soumises aux ultrasons.

c) Dosage des hexosamines

Les hexosamines présenæs dans les fractions à analyser ont été dosées par la méthode

dELSON-MORGAN, modifrée par MONTREUIL et SPIK (1963), après minéralisation des

échantillons.

La déærmination quantitative des hexosamines est basée su le dosage à 520 nm d'une

molécule colorée produiæ par réaction entre le p-diméthylaminobenzaldéhyde et un dérivé pyr-

roliçe obtenu par contaÉt de la fraction à analyser avec I'acétone en milieu alcalin.

Les échantillons ont été minéralisés en ajouunt I ml d'acide chlorhydrique HCI (12 N) à

1 ml déchantillon à 100oC pendant 3 heures. La réaction est stoppée, après refroidissement et

cenrifugation des échantillons à 2 500 g pendant 15 min par neutralisation d'un millilitre de

surnageant avæ,2m1de NaOH 6 N.Ia gamme étalon a été préparée à partir de D-glucosarnine

(MERCK 4113).

Dans dcs tubes de 50 ml, préalablement traités à I'acide chlorhydrique lVo et lavés à

I'eau déminéralisée et distillée, ont été successivement ajoutés 2 ml déchantillon à doser et à

minéraliser, I ml d'une solution d'acétyl-acéone (acétylacétone 14% (MERCK 9600) voVvol,

carbonate de sodium urhydre (MERCK 6392) 1,25 N) et 1 ml d'eau distillée. Iæs tubes ont

été bouchés et agités au vortex pendant 15 sec, et placés pendant 10 min dans un bain-marie

bouillanr Après refroidissement dans la glace, 5 ml dalcool 96Vo on|été ajoutés. Les tubes

sont agités pendant 15 sec etplacés dans un bain-marie àT5oCpendant 5 min. Un milliline de

réactif dEhrlich (p. dinéthylaminobenzaldéhyde, MERCI( 3058, 5,32%) pdVvol dans I'acide

chlorhydrique purconcentré) est ajouté dans chaque tube très lentement. Les tubes sont main-

tenus pendant 15 min à 75'C (pour les tubes qui vont sert/ir dc blanc, le réactif dEhrlich a été

substitué par I ml d'acide HrCJ-nD. Après refroidissement" 5 ml d'alcool ù96Vo sont ajou-

tés. Lcs tubes ont été agités pendant 30 sec et placés pendant 30 min à I'obscurité. La colora-

tion rose qui se développe est lue à 520 nm"

Bien que la méthodc soit assez reproductible, la précision varie dE,2% à97o.Il est sou-

haitable de fairp une nouvelle g4rnnç étralon avec des réactifs neufs pour chaque dosage. Iæs
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hexosamines ainsi dosées sont exprimées en pglml ; la droite de la gamme étalon est faite à

partir de l'équation :

Y =0,0?A9 X +0,1751
(t =0,962pour 5 concenrations)

Y = unités en D.O. à 520 nm

X= Fg dhexosamines / ml d'échantillon.

d) Dosage des protéines

Le doqage des protéines a été conduit sur les cellules entières, muréinoplastes et les trois

fractions contenant respectivement la membrane externe, le peptidoglycane, et la membrane

ryoplasmiqw ds P.fhnrescens.Ia méthode colorimétique utiliséc est cclle dÊ BRADFORD

(1976) qui fait intervenir un colorant Qe bleu de coomassie) capable de se lier aux protéines et

de former ur complexe coloré bleu par inæraction des groupements anioniques du colorant

avec les groupes aminés des protéines. Cetæ coloration est stable pendant une heure et suscep-

tible dêue lue à 595 nm"

Lcs échantillons subissent une cxtraction dans un solvant organique (dichlorométhane

l/5), pour pennettre le dosage de touæs lcs protéines et éviter les réactions hydrophobes des

fractions placées dans unmilieu aquÊuc

Dans des tubes bien netoyés dans I'acide IJC|l%o et dans I'eau déminéralisée distillée,

100 pl dc chaque échantillon sont introduits et 900 pl de éactif dÊ BRADFORD (bleu de

coomassie 6-250 dans l'éthanol ù 96% et dans I'acide orttrophoqphorique ; I'ensemble est

dilué dans I'eau disti[ée à 4oC et filhé avant la manipulation). Iæs tubes sont ensuiæ agités au

vortex pendant 30 sec, ct lus à 595 nm.

La gamme étalon a été faiæ avec des p'rotéines (Bovine Sénrm albumine dans une solu-

tion dc NaCl0,15 M). Tous les dosages ont été effectués en triplicat pour les échantillons à

analyser comÊ pour la gamme. Dans lbnsemble, la variation d'une gammÊ à I'auup est infé-

rieure à|%,I'équation dc la droiæ dc la gamme étalon est la suivante :

J=Q,QQ{.{3X-0'0143

r = 0,9984 porn 10 conoentrations
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Y = D.O. à 595 nm
X = [ ] de protéines en pgrlnl.

e) Dosage du phosphore

Le phosphore a été dosé sur les échantillons par la méthode colorimétrique de DUCK-

CHONG (1979). Tout d'abord le phosphore est transformé en phosphore inorganique par

chauffage et extaction des lipides en présence de nitrate de magnésium. Iæ phosphore forme

alors un complexe colo'ré bleu avec le phosphomolybdaæ susceptible d!êue lu à une D.O. de
gio nm.

Dans des tubes netoyés à I'acide chlorhydrique l%o,lOO Fl d'échantillon sont intrduits

er 30 lrl de Mg (NQ)2, 6 H2O (ù L07o dans l'éthanol96Vo). L'ensemble est chauffé directe-

ment à la flamme d'un bec Bunsen jusqu'à évaporation. 300 pl dTI2SO4 (6 N) sont alors

ajoutés et les tubes sontplacés dans rur bain-marie bouillantpendant 15 min (en cas de précipi-

tation une extraction organique est nécessaire avec du dichlorométhane). Après refroidisse-

ment, 700 Ut du mélango colcant (heptamolybdaæ d'ammonium2,S%o 1 volume, de I'eau dis-

fillé7-,zvolumes, 1 volume d'acidÊ sulfiuique 6 N et 1 volume d'acide ascorbique 107o) sont

ajoutés ; les tubes sont à nouveau placés dans un bain-marie à 45oC pendant 20 min ; I'appari-

tion d'une coloration bleue est observée, susceptible dêtre lue à 820 nm contre un blanc eau

distillée plus mélan ge colorant.

La gamme étalon est réalisée avec Na2HPOa.TIlzO à différenæs concentrations jusqu'à

2ttglmlplus mélange colorant Ia méthode est assez reproductible (C.V. enne2%o - 57o).1

est souhaitable de préparer les réactifs à chaque manipulation et les mainænir à 4oC ; I'Quation

de la drroiæ de la gamme étalon est:

Y=0,46,26X-0'0031
r =0,W7 pour 6 concentrations

Y = D.O. à 820 nm
X = lrg dc phosphore /ml.

où
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f) Dosage du DNA et Rll4

Le dosage du DNA et RNA a été effectué su les fractions contenant les enveloppes cel-

lulaires potu évaluer les probables contarninations, selon la méthode proposée par SGINEI-

DER (1975).

I-a déærmination des acides nucléiques se fait par une réaction entre les pentoses des

acides irucléiçes et la diphénylamine en milieu acido (acidÊ acétique plus sulfurique) donnant

une molécule colorée bleue lue à 600 nm. Iæs gammes étalon sont faiæs en utilisant le DNA et

RNA (SIGIvIA) purs à différenæs concentrations.

Un milliliue d'échantillon est mis en présence de 2 ml de réactif diphénylamine (1 gf de

diphénylamine plus 100 ml d'acide acétique et2,75 ml dTI2SO4) et placé pendant 10 min

dans un bain-marie bouillant et lus à 600 run.

3.6.

Les groupements carboxyliques étant souvent reconnus coûrme capables de fixer d'es

métaux (BE\ÆRIDGE et MURRAY, 1980), il est apparu importarit de vérifier cette observa-

tion pour les enveloppes bactériennes.

a) Réalisation de laréaction de blocage

Les groupements carboxyliques des enveloppes bactériennes de P.flwrescen:t ont été

bloqués par un ensemble de réactions chimiques ayant pour but de masquer ces groupements

libres. La technique retenue est celle de DOYLE çf aL (1980) et met en jcu deux réactifs de

blocage. La réaction théorique de blocage des carboxyles est résumée sur la fi5.rc ?.4.

Les fractions préalablement obænues par la méthode de fractionnement et slockées par

congélation à -25oC, contenant les enveloppes de P.flwrescens (tvl cxt, Pep, M. cyt) ont été

rapidementdécongelécs dans un bain-marie à 37oC et diluécs dans lbau suprapurc afin d'ob-

ænir une concçntration finale de 2 mg poids sec/ml. De léthylènediamine 0,5 M et du 1 éthyl-

3,- (3'diméttrylaminopropyl)*arbodiimide 0,2 M sont alors ajoutés à la suspnsion, le mé-

lange est agité et le pH ajusÉ à 4,8 0e pH est contrrôlé et ajusté à l'aidÊ dc I'acide chlorhydri-

que). L'erlen contenant la suspension et lcs réactifs de blocage est continuellcment mainænu

sous agitation pendant 6 heures à'22oC.



99

@ -c1o -[- ;--R;:N = Ë = N-Rz +'H+
\  o- 

carbodi imide 0,2 M

+ @ -c/o 
_a,**-HRr 

+ HrN -cHrcHlNFi,  +
\  o 

\N-HRz éthYlène diamine 0,5 M

+ @ -r?o
-  * " , - clz-c"r-@+ R'-NH 

E 
- NH-R'

Figure 24: Schéma général de la réaction de blocage des groupements carboxyliques

(d'après DOYLE et d,, 1980).

Une heure après stabilisation du pH, les fractions sont lavées deux fois dans I'eau su-

prapurc et récupérées par cenrifugation à 73 000 g pendant une heure à 4oC. Les culots sont

remis en suspemion dans le volume initial d'eau suprapure,les suspensions sont alors intro-

duiæs dans des nrbes à dialyse (PÀ4. 6000) et dialysées contre l0lites dbau doublement dis-

tiltée et déminéralisée pendant Z heures à 4oC (cetæ opération est répétée deux fois) pour éli-

miner I'excédentdes réactifs dc blocage encore présents.

b) Contôle de la réaction dc blocage

Poru estimor la modifrcation des groupnrents carboxyliques (COO-) en NH3+ par la

réaction de masquage décriæ préoédsmment, aucune méthode capable de doser la présence ou

la disparition de ces grcupenents (COO) n'a.êtÉ mise au point Quelques méthodes sont pra-

tiquées à I'heure actuelle pour doser des aminoacides qpécifiques, m4is aucune n'indique la

présence de lbnsemble dcs groupements (COO) dans une enveloppe bactérienne. Pour ré-

soudrc ce prroblème, nous avons dosé les goupements NH3+ par la Eéthodc colorimétrique à

la ninhydrine ploposée par MOORE et STEIN (1948) et ainsi estimé indirecæment le succès

de la réaction de blocage dcs COO-. Ceuc méttrode est baséc sur la capacité de la ninhydrine à
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former un complexe coloré violacé avec les mlécules contenant les groupements NH3+ dans

un milieu acide (acide périodique), susceptible d'êue dosé en spectophotomérie à 570 nm. La

garrnîe est faite par dilution de la glycine dans lbau ; l'Quation de la droiæ est :

Y=lL5,2X+0,00098
(r = 0,991 pour 5 concentrations)

Y = unités de D.O. 570 nm

X = mg de N aminé /ml.

I ml de chaque échantillon est mis en contact avec 500 ttl du réactif à la ninhydrine

(préparée à partir de I'indontrione en présence du fructose et tanponnée avec Na2tIPO4 +

NaII2POa dans l'eau). L'ensemble est laissé pendant 16 minuæs dans un bain-marie fetrill4lq

après quoi les tubes sont laissés à refroidir à æmpérature ambianæ pendant 20 min. Alors 2,5

ml de solution de dilution sont ajoutés à tous les tubes (acide ffriodique plus éthanol) ;

après mélange au vortex, les obes sont lus à 570 nm contre un blanc qui contient 1 ml d'eau

distillée plus 500 pf de réactif à la ninhydrine plus 2,5 ml de solution de dilution.
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3.7. TECHNIOIIE DF' NIALYSE

La æchnique de dialyse a été utilisée pour mesurer la quantité de dtal accumulé par les

enveloppes de P.fluorescens. Les essais sont conduits en réalisant le mntage schématisé sur

la frgure 25.

Métal libre

Métal libre

Métal fixé

Sacde dialyse
(P.M. 6000)

Eau suprapure
(50 ml)

Fraction d'enveloppe (2 mg)
+

Solution métallique
(de1à20ppm)

Figure 25 : Schéma du montage pourl'étude de I'accumulation des métaux stu les envelop-

pes cellulaires.

Dans 18 flacons en yerrc préalablement lavés et traités dans une solution chlorhydrique

ùt17o et munis d'un bouchon, 50 ml d'eau suprapure sont introduits. Iæs 18 flacons sont di-

visés en 6lots de 3.Iæs trois flacons dc chaque lot reçoiventun sac à dialyse SPECTRA POR

(PM 6000) contenant I ml do fraction d'environ 2 mglrd plus un milliliue d'une solution

de métalconenant soit:

109'112g62+. I-e cadmium marqué 10e962+ NEz 0,58 est fourni par NEN et sa ra-

dioaaiviÉ sffcifique ost dÊ 5 crtgdans HCt 0,5 M (solution initiale dÊ 100 pci/ml). 13 11296

froid utilisé est CdCl2I2O fourni paTMERCK.Iæs concentrations finales sont atteintes après

I'addition dune quantité fixe de 1D962+ et des quantiés ctoissantes 6" rpg62+.

5&631qiz+. Lc nickel radioactif 63Ni2+ NEz 057 est fourni par NEN et sa radioactivi-

té sffcifique est de 12crlgdans HCI0J M. 1, s8yi2+ froid utilisé est NiCl2. 6 H2O fourni

par MERCK Les conoenrations finales sont atæintes après I'addition d'une quantité frxe de

6311i2+ ct des quantités cnoissantcs 6" s8pi2+.

,.i.r\
i.""P /
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63gn2+. Pour les essais avec le cuivre, seulement du métal froid a été utilisé.

CuCl2.2H2O fourni par MERCI(

657a2+.Dans ce cas aussi, seul le zinc froid a été utilisé (kÊlz,MERCK).

Les concentrations finales de chaque métal à lTntérieur des sachets sont : 1 ; 2,5; 5 ;

10 ; 20 ppm pour respectivement les lots 1,2,3,4, 5. Les rois flacons du lot numéro 6 ser-

vant de témoins, reçoivent respectivement un sac à dialyse contenant I ml d'une solution de

métal à 1 ppm et 1 ml d'eau suprapure, pour évaluer l'éventuelle fxation de métal su les sacs

à ilialyse.

Iæs flacons sont alors placés pendant 48 heures à 4oC sous agitation, à la suite de quoi

des pélèvements de 1 ml sont effectués à I'extérieur du sac à dialyse. Les aliquoæs sont pla-

cées dans des fioles de comptage, dans le cas du Cd2+ et du Ni2+ pour mesurer la radioactivi-

é. Dans le cas du Cu2+ etdtrTrP+ h quantité de dtal libre à lbxtérieur du sachet est mesurée

on specrqphoomérie d'absorption atomique.

Iæ métal libre mesué à lbxtérieur du sac à dialyse après l'équilibre sert à calculer la

quantité de méal accumulé par différence entre la quantité dÊ métal intnoduit initialement dans

les sachets et celui dosé à I'extérieur dans la phase liquide. Les résultats sont exprimés sous

forme de représenations de Scarchard" Iæs essais ont été conduits sur des fractions de P.fhto'

rescens conteirant la membnane extorne, le peptidoglycane et la membrane cytoplasmique, mo-

difiées ou non.

3.8. SOLUTIONS MF'TALI IOUES TESTEF'.S

Une solution mère de CuCI2.2II2O et une autre de ZnCl2ont été préparées dans I'eau

suprapure (MERCK) pH = 6,0 et diluées dans cetæ eau dc façon à obænir des concenuations

finales dc I ; 2,5 ;5; l0;Zlppm de chaque métal" pour êre ensuie utilisées dans le protoco-

le d'étude de la fixation des métau sur les enveloppcs bactériennes.

Dans le cas d'accumulation des métau par une suspension bactérienne de P.fluores'

cens dans I'eau distillée stérile,les concentrations dps métaux (Cu2*, Gl2+ et Zr?\ ont été

préparées à panir d'une solution mère équimolairç 1,007 'nillimolesfl par dilution de t7t,67

mg de CuCI2.2II2O ;?.V2J3 mg d,e CdCI2JI2O et 1n,23 mg de hOz(MERCK' pour ana -

lyse) dans un liue deau distillée, PH = 6,5 t 0'1.
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Par dilution dans I'eau distillée stérile de c"nr solution mète, 6 soiutioni ont été pÉpa-

rées et utilisées pour contaminer les suslrcnsions bactériennes afin de suirtre I'accumulation de

ces métaux ajoutés en concentrations croissantes.

Pour le cas de bouillon nuuitif contaminé à l00J pmolesÂ,les sels étaient directement

pesés et dissous dans le milieu nuritif avant stérilisation (137,34 mg dÊ àtCl2.?JJzO ; 162,18

mg de CdCl2.H2O et 109,78 mg de ZrtC,lzpour S lires), pII=l,4 + 0,1.

3.9.

Iæs métaux ont été dosés par deux méthodes selon les ex$rimentations

a. en radioactivité

b. par spectrrophooméuie dadsorption atomique en flnmmer.

a) Le cadmium (l@Cd) et le nickel (63Nt) non accumulés par les enveloppe s de P.flw-

rescens ont été dosés dans la phase aqueuse après l'fuuilibre de dialyse (enveloppe plus

métal).Un millilite de chaque prélèverent est placé dans une fiole de comptage avec 15 ml de

solution organique (BECKMAN HP/b ready solv). La radioactivité a été comptée dans un

compreur à scintillation liquide (IJG 1211 MINIBETA). Chaque fiole a été comptée trois fois

successivement pendant 10 min, en utilisant la fenêue du tritium réduiæ (entre 18-30). La cor-

respondance enû€ ci et cpm a éÉ établie de façon à exprimer les Ésultats en pmoles de métal,

en connaissant la concentration du métal radioactif initiale et la mesurc du total de c?m de cetæ

concentration en métal.

b) I€ cuivre et le zinc non accumulés par les enveloppes cellulaires ont été aussi dosés

dans la phase aqueuse apÈs équilibre, en spectrophotoméuie d'absorption atomique avec

flamme (PERKIN ELMER 2380). Iæ cuivre (Cu2*) est dosé ù324J nm et le zinc (7.rP\ à

213,9 nm. Le Ckl2* est aussi dosé par cette méthodc, dans le cas d'accumulation des métaux

par les suqpensions bactériennes de P.flnorescerut avec une longueur d'onde de 228,8 nm.
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3.10. MINFR LIS ̂ TION nF I RIOM'SSE I'T SOI IIBII ISATION nES

METAUX

Lorsque des mesures de taux d'accumulation ou de taux résiduels en métaux sur des

biomasses ou des boues ont été nécessaires, une solubilisation des métaux était indispensable

avant dosage. Elle a été réalisée par minéralisation de ces biomasses. Cene æchnique consiste

à placer au plus 2 g de biomasse sèche dans une solution acide 8I2O,25 ml;INA3 62Vo

(MERCK suprapur), 20 nl ; HCIOa 707o (MERCK suprapur) 10 ml) à lTntérieur de longs

tubes à minéraliser (PYREX = 30 cm x 4-5 cm diam) fermés par tme cloche à condensuion et

placés sur une plaque chauffanæ à 180oC pendant 4 heures puis 300oC pendant 5 heures. Cha-

que minéralisat refroidi est placé en fiole jaugée, le volume est ajusté à 100 ml par I'eau distil-

lée utilisée en partie pour le rinçage du tube, puis filué pour éliminer les particules en suspen-

sion dont la silice. Les métaux sont alom dosés par spectrophotoménie d'absorption atomique.

3.rL (N.T.A.)

Iæ choix de la concentration en complexant sbst porté sur une valeur pennettant a priori

une tnès bonne extaction avec un excès de complexant soit 1t3 moles par litre. Cette quantité

co.rrespond à 191,14 mg d.e N.T.A. par liue, le complexant utilisé est sous forme de cristaux

solides et acides (Lft pour t''[TA) (produit MERCK pour analyse).

Les solutions aqueuses dont le pH nanuel est acide plfl^=2,49 pour le N.T.A. 10-3 M

ont été ajustées à une même valeur de 6,5 t 02 par ajout de soude normale. Les solutions

de N.T.A. 0,5 et 0,25 x l0-3M ont été réalisées par dilution de la solution mère 10'3M.

3.12.

Dans toutes les expérimentations, tout le matériel ayant contenu des métaux aétélavé

dans un bain dacide chlortrydriquc technique ù5% etrincé plusierus fois à I'eau déminéralisée

et après à I'eau distillée de manièrc à désorber les métau éventuellement fixés.

La vaisselle utiliséc avec des nétaux radioactifs est préalablcment plongée dans un li-

quid,e décontaninant puis soumise au traiærent par acide chlothydrique.



105

4. ETUDE EXPERIMENTALE
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4. 1. F'RACTIONNEMENT DES ENVELOPPES CELI.ULAIRES DF' P.

FLUQRESCENS

4.1.1.  Obiect i f

' 
Les structures des enveloppes des bactéries gram négatives et graln positives sont certes

bien connues à I'heure acoelle. Les æchniques d'isolement des strucnues des enveloppes cel-

lulaires ont été utilisées pour analyser leurs caractéristiques générales et leur arrangement, les

relations exisunt entre elles, et aussi pour étudier les mécanismes d'accumulation et de trans-

port cellulaire. Touæfois, aucune des méthodes déjà publiées ne ponnet le fractionnement si-

muluné des rois enveloppes àpartirdu dæ matériel biologique.

Dans cette énrde nous avons mis au point un protocole général pennettant d'obænir à

panir du même matériel biologique les trois enveloppes de P. fluorescew (M. ext, PG, M.

C.). Ce travail a déjà fait I'objet d'une publication (Falla e! aL, 1988). Par cetæ méthode les

bactéries ne sont pas brisées dans les phases initiales du processus afin de limilsl les contami-

nations par d'autres stnrcturts. Lïdendité et la pureté des fractions ainsi obtenues sont éva-

luées par I'utilisation de marqueurs type K.D.O., hexosamines, S.D.H., phosphore et protéi-

nes, pennettant également d'apprécier la peræ du matériel pendant les manipulations et d'éva-

luer le degré de contamination de chaque fraction.

4.1.2, PrslgssLs

La technique de séparation rrésumée sur la figrue 26 aété décriæ précisément au para-

graphe 3.3. Brièvement, la membrane externe et les muéinoplasæs @actéries sans la mem-

brane exærne) ont été obtenus en induisant un choc osmotique avec une solution de sucrose

0,5 M et par cenrifugation. A partir des muréinoplastcs, sont séparés d'une part le peptido-

glycane après I'addition du S.D.S. (sodium dodecyl sulfaæ) et sonication, d'autre part la

membrane cytoplasmique après action du lysoryme et choc osmotique avec de I'eau distillée

stérile à 4oC. Iæs deux dernihes enveloppes ont été raitées avec des enzJmes DNæe et RNase

porn éliminer la plupart des molécules de poids moléculaire élevé.

4 .1 .3 .@

Les adaptations et les combinaisons des techniques anérieurpmpnt publiées ont permis

délaborer un seul et unique protocole de fractionnement avec leqræl il est possible d'obænir
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lavage (NaCl 0,85%)
droc osmotQue avec
0,5 M sucrose
centrifugation
73.000x9 4C 2hr

Fraction 1

Membrane erterng

lysozyme
chocosnntlque
centrifugation
73.000x9 4'G thr
DNlAse + Rl.lAse

I
I

Fraction 2

ne cytoplasmlque

s.D.s.
sonication
centrifugation
78.000x9 18"C 40 min
D|\.|Ase + RNlAse

I
I

Fraction 3
Peptldoglycano

M. ext. M.C

Fï'gure 26: hotocole dc séparation des cnvelqrpes

FALLA fIjL, 1988).

P.G

& Pseufunonas fhnrescezs (d'après

l lurélnoplastes
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les trois enveloppes cellulaires (M. cxt, PG, M.C.) à partir de la mêmc suspension bactérien-

ne. Par exemple la production du peptidoglycane a été conduiæ sans I'utilisation dEDTA et

en présence de DNase et RNase, pennettant ainsi une future expérimentation avec des frac-

tions libre s de out complexant capable d interférer sur les essais d accumulation et de polymè-

res de poids moléculaire élevé. Lbffet mécanique de la presse dÊ FRENCTI utilisép par MAR-

TIN et Mac LEOD (1971) a été remplacé par un choc osmotique limis6 ainsi les contamina-

tions et permettant de gardsr la membrane cyoplasmique entière en reE €ctant sa structurc.

Au terme de ce proocole, il nous a été alors possible d'évaluer : la masse de chaque en-

veloppe, la contamination d'une structure par une autre et la peræ du matériel pendant les ma-

nipulations. Iæ faible nombrre de publications relatives à ce sujet nous a amené à confondre ici

les chapitrres Résultats et Discussion.

a) Masse des différentes structures

La masse des bactéries entières 
", 

f.ueæ de P. flwrescens, des muréinoplastes et des

enveloppes a été mesurée par gravimétie après lyophilisation" la mesure a été effectuée en ri-

plicar

La membrane exprne constitue 696Vo du total du poids sec des bactéries entières (Ta-

bleau 16). Ce résultat est comparable à cc qui a été obtenu par d'autres auteurs et, par exem-

ple, la membrane Êxterne d'Alteromonos labplat*tis constiurait 7,9Vo dnpoids otat de la bac-

térie (FORSBERG pt gL, t970a,b). Ainsi, à partir des calculs ôr tableau 16, la membrane ex-

æme représente un composant iryortant de la parci (56Vo du poids sec de la paroi). Ce résul-

tat est tout à fait en accord avec I'observation de THORNE el AL (1973) stx Acirwtobacter sp.

(en effet lia membrane exteme dans ce cas représenta 657o du poids sec de la paroi).

Dans nos essais,le peptidoglycane constitue 5,3% dtttotal du poids sec de la bactérie

lavée. Par conue FORSBERG gt AL (19?0a) trouvent que le peptidoglycane représent€ do 12

à27o dapoids total de la bactérie chezA.luloplanbis.

Enfin, en ce qui concerne la membrane cytoplasmique, elle correspond à 6,12%o du

poids otal deP.fluorescens.tpzA.lwbplanlais, MARTIN et Mac LEOD (1971) ont trouvé

que la membrône cytoplasmique représenait de 10 à2Mo du poids total dÊ cette bactérie.

Il est évident que les comparaisons ne sont pas parfaiæment justifiées car les mesures

ont été faiæs sur des bactéries différenæs et les fractions ont été obænues par des protocoles

sensiblement différents du nôtre. Touæfois,les similitudes dans les résultats laissent supposer

que les mesurcs ont été obænuqs dans des conditions expérimentales relativement proches.
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Tableau 16 : Masse en (mgrtnl fraction) et pourcentage des structurcs, calculés par
gravimétie après lyophilisation des fractions de Psçudomo=nas,fluorescens
fes valeurs sont données en moyenne des trois essais avec les écarts-t1ryes
apÈs soustraction de la masse des sels des échantillons).

Structure lfoids sec
mg/ml de fraction %

Bactéries entières 589 t5,Z l(x)

Muréinoplastes 456tlZ 77 tL

Membrane externe 6,96 t O,OZ

Peptidoglt 3 l  t  5,6 5,3 t 0,3

Membrane cytoplasmique 36 t 1,6 6,LZt 0,025

b) Estimation de lacontamination

Les marqueun ont été choisis poru évaluer la pureté et l'éændue de la contarrrination d'e

chaque fraction cellulaire.Iæs marqueurc ont aussi été choisis daprès la liaérature, d'une part

pour pouvoir faire la comparaison entre les résultats obtenus dans notre étude et ceux donnés

par d'auues auteurs, d'autre part pour leur spécificité, bien que quelquefois discutable, vis-

à-vis des fractions qu'ils représentcnt. Le phosphore et les protéines ont aussi été mestués

couunc maquerrrs non sffcifiques des fractions afin de donner une vision globale de la com-

position des fractions.

Ainsi, le K-D.O. a été utilisé courme marqueur spécifrque de la mpmbrane exærne (OS-

BORN 91 AL, l9i2 eITIIORNE Ct d., ln3),la S.DJI de la membrane cytoplasmique (I(A -

SAIIARA et ANRAKU ,ln4),les hexosamines ont été dosécs pour l'foientification do la frac-

tion contenant le peptidoglycane (COSTERTON El d- l96l).Iæs résultats brus des dosages

des marqueurs ont éÉ rcgroupés en annexe (fableaux A1-45).
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La concentration de ces maxgueurs dans les cellules (bactéries entièrcs et murréinoplas-

æs) est présentée dans le tableau 17. Lcs concentrations d'hexosamines et la S.D.H. ssni simi -

laires dans ces typcs de cellules (cellules entières et mur,éinoplasæs).

A partir de ces ésuluts, il est possible de catculer la diminution en protéines, phosphore

et K.D.O. due à I'arachage de la membrane externe. Elles sont respectivement de : 14, 48 et

6 7o. La diminution dans le contenu des protéines peut êtnc due à dcux phénomènes, d'une

part la disparition de la membrane exteme, et d'autne part à la peræ du matériel ffriplasmique.

Malgré le traiæment drastiqræ effectué sur les cellules, une certaine quantité de ICD.O. est en-

core présente dans les mtuéinoplasæs et représenæ alon un contaminang présent dans les au-

tres fractions.

Tableau lZ : Concenradons des muquars cn mg de marquarrpar mg de poids sec des bact&ies entièrcs et des
muréinoplasas de-p. ftuorcsc€tts..

Cellule

Protéines Phosphore Hexosamlnes K .D .O.
s .D.H.

unités/mg
de cellule

(-ffis Tt-aell"!e)

Bactéries
entières

0,0542 t 0,0004027 E-3 t 0,04E-3 2,8E.4 t lE 4 6,3E.4 t lAE4 6E4 t 3,5E-4

VIuréinoplaste 0,0467 t 0,00080,14E-3 t 0,0168-323F.4. r 0,68E4 15E4 r 1E4 7,tF4 t 6E4

Iæs résultats du tableau 18 rassemblent les concentrations des différents marqueu$ me-

su,és porn évaluer l'importanæ de la contamination dps enveloppes et la purreté de chaque frac-

tion.
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I-es hexosamines utilisées comme marqueur non spécifique du peptidoglycane ont été

dosées dans toutes les fractions. Touæfois, dans le peptidoglycan€ la concentration trouvée est

au moins 10 fois plus iryotante que dans les membranes (Iableau 19). Comme cela avait été

molué dans le tableau 16, la membrane ext€rne correspond à50% du poids sec de la paroi ;

par conséquent, il est possible de calculer que les hexosamines du peptidoglycane corcspon-

dent à O,l2% du poids sec de la paroi. Ce faible pourcentage coulmo celui de 79o trolvépar

TTIORNE ct ùOn3) peuvent êue erçliqués par le fort effet dc la minéralisation qui peut dé-

tnrire jusqu'ùlO% des glucosaninesetL3% d'acide muramique (FORSBERGetêL, t972).

Iæ tableau 19 montre les résultats résumés des pourcentages de disribution de la conta-

mination des stnrctures, ûenant compte uniquement des valeurs dhexosamines et du K.D.O.

Toutes les contaninations sont comprises enû€ I et 47o de la masse de chaque marqueur. Le

contenu cytoplasmique peut .osi çeltaminer les fractions, qui ont été contrôlées au niveau de

la présence de DNA et RNA. De ce point de vue, ces deux molécules n'ont pas été détectées

dans les différentes fractions.

c) Peræ de matériel cellulaire

I-es quantités dhexosamines et de K.D.O. dans les fractions obtenues par notre métho-

de, comparées aux valeurs trouvées chez les bactéries entières et dans les muréinoplas-

tes, pennettent d'évaluer la peræ de matériel organique des fractions pendant le prccessus de

fractionnement Cette perte est très importanæ et semble pou I'heure æchniquement inévia-

ble. Ceci est lié alrx pertos lors des centrifugations, aux lavages successifs, à la digestion en-

z5matique, au choc osmotique, etc... La membrane exteme est sans douæ la structure la plus

sensible au traitement, qui se faduit par une perte de 84J% de K-D.O. Clableau 19). Cene

observation est tout à fait en accord avec celle faite par DIEDRICH et COSTA-ROBLES

(L974) qui calculent une porte dc ICD.O. de85,57o (dont255% dès le premier lavage dans la

solution de NaCl). Ces auæurs sont à notre connaissance les seuls à prendrc en compte cet as-

pect "p€rE de molécules".

Une partie du peptidoglycane, qui est pourtant leconnu conrme solide, est sans douæ

perdue pendant la préparation des muréinoplastes, la pene de 47,2% en hexosamines (Iableau

19) peut difficilemcnt êtc inputée arx seules hexosamines de la memb'rane externç. Une ob-

servarion similaire a éÉ faiæ par RAYIvIAN et Mac LEOD (195) qui mnrent que les hexo-

samilçs présentes dans les muréinoplastes de A. lwloplanlclis correspondent seulement

à 18,8% du 1otal trouvé dans les ccllules entièrcs. En conclusion, à lheure actuelle et avec

les méttrodes utilisées, il paralt impossible d'obænir des fractions absolument pures (i.e.

cxerytes de touæ æntamination). Nofc problème, dans le cadrc dc notrc travail, est relatif au

fait que les contaminations trouvées, bien que pctiæs du point de we quantitatif, peuvent se
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révéler importantes du point de vue qualitatif lors de l'utilisation de ces structures dans I étude

d'accumulation et de transport dss métaux. Enfin les pertes, comme cela a déjà été dit, sont

imFortantes et matériellement inévitables par les techniques de fractionnement actuellement

proposées.

4 .2 .

P. FZUORESCENS MODIFIEES OU NON

4.2.1.  Object i f

Des travaux antérieurs faits par plusieurs auteurs (voir chapitr:- 2.3.) ont permis de

montrer que les enveloppes cellulaires Qa membrane externe, le peptidoglycane et la rnembrane

ryoplasmique) agissent à la fois coûune une barrière (rôle conféré par le caractère hydrophobe

des deux membranes) et une zone d'accumulation sensible à I'effet toxique du produit accu-

mulé. Ces auteurs ont aussi atribué le pouvoir d'accumulation à des sites spécifiques trouvés

dans ces enveloppes. Parmi les groupements fonctionnels capables de complexer les ions mé-

talliques figurent les groupements thiols, phosphaæ et carboxyles, ces derniers étant les plus

étudiés, en particulier à I'aido des méthodes de modification de ces groupements décriæs par

DOYLE g aL (1980) et BEVERIDGE et MURRAY (1980).

!'imFortance des groupements carboxyliques dans I'accumulation des métaux a été es-

timée par ces auteurs en modifiant ces goupements carboxyliques des palois exEaites d'Es-

cteichia coli, montrant ainsi que ces sites sont dos cibles de premierrang dans I'accumulation

des métaux.

Iæs buts des travaux rapportés ci-après sont : (a) de tester la capacité d'accumulation

des métaux (Cd2*, Ni2*, Cu2*, 7*\ par les fractions isolées des enveloppes bactériennes de

P.fluoresceru ; (b) de comparer cette accumulation avec des enveloppes modifiées chimi-

quement par ûnsquage des siæs carboxyliques ; (c) de mesurer I'accumulation et calculer au

moyen du modèle de Scarchard I'affinité de ces fractions dont les groupements carboxyliques

ont été bloqués ou non.

4.2.2. Protocole

Iæs essais d'accumulation des métaux (Cd2*, Ni2+, Cu2+, h?\ont été réalisés en pa-

rallèle surdes fractions de chaque structurc (M.exq PCi,lvI"C.) modiEée et non modifiée.
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Lcs fractions préalablement obtenues ont été décongelées rapidement dans un bain-marie

à 37oC. Après avoir contrôlé le poids sec des enveloppes par gravimétic après lyophilisation

d'un millilite de chaque fraction, les fractions subissent deux lavages dans de I'eau suprapurç

avec centrifugation à 73 m0 xg, puis sont diluées dans I'eau suprapuæ pH = 6 afrn dobænir

une concenration finale d'environ 2mg[. Chaque solution est ensuite homogénéisée pendant

2 heures à 4oC avant son utilisation par passage sur vortex loutes les 10 minutes. Iæs essais

sont alors conduits selon la æchniqre de dialyse décrite dans le chapiue 3.7., où 1 ml de

solution contenant les darx est mis en contact avec 1 ml de la suspension contenant les frac-

tions bact&iennes préparées selon la æchnique déctiæ auparavanl

4.2.3. Rérltltnfs

A note connaissancc, aucun auteur n'a comparé I'interaction métal-enveloppe en utili-

sant les trois enveloppes isolées à partir d'un même matériel biologique, en I'occurence ici

Pseudomonasfluorescens.La,plupart des auteurs ont travaillé avec des bactéries entières ou

des muréinoplastes ou avec une ou deux fractions. D'autre part, DOYLE elg!. (1980) et BE-

VERIDGE et MURRAY (1980) F)ur ne citer qu'eu, ont utilisé des fractions modifiées au ni-

veau des groupements carboxyliques dans le but d'étudier ces sites conrme premiers respon-

sables de I'accumulation des métaux au niveau des enveloppes cellulaires des bactéries gram

négatives. Il faut toutefois souligner que ces auteurs n'ont pas cherché à connaître le succès

des réactions de masquage des groupements carboxyliques et ont réalisé lerus expériences

uniquement su des stnrcturcs modifrées, sans effectuer de comparaison avec des stnrctups

non modifiées.

Nos résultats, présentés ci-après, montrEnt tout d'abd d'une façon indirecæ par le do-

sage des groupements NH3+ formés après transformation des groupements carboxyliques,

I'efficacité de la æchnique de blocage des siæs carboxyliques. Deuxièmement les résultats de

I'accumulation des métaux surles enveloppes cellulaires dePseudontonasfluoresceru sontrc-

présentés sous forme de graphiques suivant le modèle de Scaaharù Oe modèle répond à un

grand nombrc de questions sru I'accumulation des métaux et s'adapæ bien au type de données

obtcnues.

4.2.3.1. *

Iæ dosage des groupemens NH3+ par la méthode à la ninhydrine a été effectué sur les

enveloppes &P.fluorescens modifiécs ou non modifrées (fablcau 20). Dans toutes les frac-
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Tableau 20 : Concentrations de N aminé/mg de fraction. Iæs valeurs
sont obtenues en faisant la moyenne des trois essais
par fraction modifiée ou non + les écarts-q/pes.

Structure
Fonctions amines

mg/mg
de fraction

Membrane externe
non modifrée

3,08E-3 t 3,48-4

Membrane externe
modifiée

5,6E-3 t 2,748-3

Peptidoglycane
non modifié

9,58-4 + 2E-5

Peptidoglycane
modifié

1,65E-3 + 6,8E-4

Membrane cytoplasmique
non modifiée

2,38-3 t 9,8E-4

Membrane cytoplasmique
modifiée

6E-3 t L,4E-3
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tions modiEées par masquage des groupements carboxyliques, les valeurs de NH3+ sont

envircn du double par rapport arx fractions non modifiées, montrant quil y a une réelle trans-

fomration des sites carboxyliques en sites électropositifs NH3+. Ces valeurs ne permettent pas

d'apprécier si la totalité des siæs a été masquée, elles révèlent touæfois lbfricacité de la réac-

tion de masquage.

4.2 .3 .2 .Accumulation des métaux par les enveloppes isolées de P.

fluPtssssrt

Lbnsemble des résultats bnrts et des calculs intermédiaircs relatifs atx essais réalisés en

riplicat sur chaque fraction modifrée ou non sont rassemblés en annexe (fableaux A6 à 413).

Iæs métaux sont dosés après dialyse d'un milligramme de fraction contenant I'une des trois

enveloppes plus un milliligp de solution contenant le métal à des concentrations différentes.

Après 48 heures à 4oC le métal est dosé dans la phase liquide à t'équilibrc et le rapport métal

fixé/r!étal librc est éubli

Iæs informations qui sontobtenues par ajusæment des résultats du dosage au modèle de

Scarchard sont: I'affinité et le type de site, établis respectivement d'après la pente de chaque

droite obænue (Ka) et le nomb,re de droites qu'il est possible de tracer (voir paragraphe

2.3.3.) .

a) Cadrnium

En æ qui concerne le cadmium" comm€ le mnrent bien le,s figures 27a,28a,29a, quel-

les que soientles fractions æstécs (M. exærne, Peptidoglycane, M. cytoplasmique), au moins

deu çpes de récepæus ou dc siæs de fixation du cadmium exisænt (dits à forte ou à faible

affinité). I-es courbes ainsi obtenues sont do forme concave traduisant, selon DALQUIST

(1978), le fait que la coopération cnre les siæs récepteurs est négative, cbst-à-dirc que les

sites à plus forte af6nité vont piéger te métal plus rapidement que les siæs à moins forte affrni-

É. Pour les fractions non modifrées il est possible de classer les récepæurs dits à fone affinité

dans I'ordrre déctoissant Cfableau 21) :

mcmbËâlË srtenrc > pepd&gpcane > membrrane cJtrÊsnûqtæ

et las récepæun dits à faible efFniÉ dans Iû&e décroissant :

peptidoglycane > mcmbrane extsrne > membrane cytoplasmique.
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Lc blocage des sitcs carboxyliques par une nouvelle fonctio:r chimique (fractions modi-

fiFr) dÊvrait selon lhpothèse de BEty-ERIrcE et MURRAY (1980), diminuer la penæ des

graphes. Iæs essais réalisés montrGnt (Figures 27b,28b,29b etTableau 21), au connaire et

dans tous les cas, une augmentation appar€nte de I'affinité relative pour le cad-ium après

masquage, comrnc si apparemment les groupements carboxyliques n'intervenaient pas dans

I'accumulation de cadmium t Le classement des affinités des siæs récepteurs n'est pas boule-

versé après mîsiluage dcs fonctions COOIL
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Tableau 21 : Valeurs calculées des pentes des équations de Scatchard
traduisant la fixation des Cd (tr) par les enveloppes
de P. fluorescens.

Structure testée

Valeurs de Ka
Récepteur à forte

affinité
Récepteur à faible

affinité

Membrane externe -13,1 -0,96

Membrane externe
modifiée

-25,3 -t,2

Peptidoglycane -9,51 -2,09

Peptidoglycane
modifié -22.55 -2.96

Membrane cytoplasmique -3,78 -0,36

Membrane cytoplasmique
modifiée -4,48 -r,23
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b) Nickel

Pour le nickel, les enveloppes non modifiées présenænt aussi au moins deux tlpes de

sites récepteurs (Figrues 30a, 31a et 32a).Ence qui concerne les écepæurs à fone affinité, le

calcul des penæs (fableau 22) monue que les différences sont très faibles et les trois fractions

énudiées peuvent êue considérées coûrme ayant un comportement identique. Par contre, les

différences sont nettes poru les récepæurs à faible affinité comme le monuent les valeun de

pentes présentês dans le tzbleau22.

Pour les fractions non modifrées il est possible de classer les récepteurs dits à faible af-

finité dans I'ordrc déctroissant :

membrane cytoplasmiquc > peptidoglycane > membrrane externe.

Iæ blocage des siæs carboxyliques, contrairement à ce qui se passe avec le cadmit'm,

enraîne une mdiÉcation consid#able, avec en particulier une disparition des sites de foræ af-

finité (Figures 30b, 31b et 32b).Iæs sites de faible affinité sont classés dans I'ondre déctois-

santpourles fractions modifrées comme suit:

membrane cytoplasmique > membrane externe > peptidoglycane.

' 
En d'autes tennes,la æchnique de masquage met en lumière le fait que le nickel s'ac-

cumule prréférentiellement sur les enveloppes bactériennes au niveau des siæs carboxyliqucs.

En général et pour les mêmes concentrations de métal, le nickel est accumulé avec une

affinité moins grande Qæ celle présenÉe par les réce,pærns des enveloppes par le cadmium.



Tableau 22:Yaleurs calculées des pentes de l'équation de Scatchard
traduisant la fxation du Ni (tr) par les enveloppes de
P. fluorescens (-) = sites éliminés par masquage.

Structure testée

Valeur de Ka
Récepteur à forte

affinité
Récepteur à faible

affinité

Membrane externe -5.62 -0,025

Membrane externe
modifiée

-0,323

Peptidoglycane -6,43 -0,355

Peptidoglycane
modifié -0,266

Membrane cytoplasmique -5,55 -t,445

Membrane cytoplasmique
modifiée -0,7t3
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c) Cuirrre

Iæ cuirrre a été aussi mis en contact avec les enveloppes de P,flwresceru, modiEées ou

non.

Iæs enveloppos non modifiées présenænt, coûrme cela a étê déiàobscrvé poru le Cd2* et

le Ni2+, au moins deux t1ryes dc siæs (à forte et à faible affinité) pour le cuivre. Les envelop-

pes modifiées par blocage des siæs carboxyliques ne présenænt plus qu'un type dc siæ de fi-

xation avec la disparition de la droiæ qui rcprésente les sites à forte affinité @gures

33a,b;34ub et 35a,b). Aussi dans ce cas, le cuivre s'accumule préférentiellement sur les sites

carboxyliques.

D'autre parÇ la représentation Scatchard de ce phénomène montre, conrme précédem-

Dent, des courbes en forre concave traduisant aussi la coopération négative ente les sites.

Le tableau 23 rassemble les valerns chiffuées exprimant les penæs Ka des équations de

Scaæhard- Iæs siæs à foræ et à faible affinité porn le cuirnp avec lcs enveloppes non rnodifiées

sont classés selon lbrdrc décroissant suivant :

peptidogtycane > membrane externe > membrrane cyoplasmique.
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Tableau 23 :Yaleurs calculées des pentes des équations de Scatchard
traduisant la fixation de Ôr (tr) par les enveloppes
de P. fluorescens, (-) siæs éliminés Par masquage.

Structure testée

Valeur de Ka
Récepteur à forte

affinité
Récepteur à faible

affinité

Membrane externe -0,039 -0.006

Membrane externe
modifiée

-0,005

Peptidoglycane -0,051 -0,009

Peptidoglycane
modifié -0.0047

Membrane cytoplasmique -0,01 -0,0028

Membrane cytoplasmique
modifiée -0,0028
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d)7-.nc

Pour ce dtal" les enveloppes de P.fluorescezs non modifrées ont eu le rnême compor-

tement que lnurles autres métaux etprésentent ainsi au moins derur Spes de sites (à fonæ et à

faible atrinité). Iæs enveloppes modifiées (au niveau des groupemcnts carboxyliques), à lbx-

ception de la membrane cyoplasmique, présentent une disparition des siæs à forte affinité,

rnontrant ainsi que la membrane exærne et le peptidoglycane accunulent préférentiellement le

zinc snrles groupemens carboxyliques (Figrues 36qb i37a,b et 38a,b).

En ce qui concerne la membrane cytoplasmique modifiée, elle présente deux types de

sites même après modification des siæs carboxyliques. Toutefois les siæs observés après mo-

dilication présenænt des penæs moins importantcs traduisant ainsi des affinités moins impor-

tantes par les récepæurs des enveloppes modifrées au niveau des groupements carboxyliques.

Les penæs Ka sont calculées àpartirdes équations des &oites obtcnues par la représen-

tation de Scarchard (et rassemblées dans le tableau 24). Ainsi les enveloppes non modifiées

sont classées dans I'ondre décroissant pour les siæs à forte affinité :

membrane extorne > peptidoglycane > membrane cyoplasmique.

Iæs enveloppes modifiées sont pour les récepæurs à faible affinité classées dans I'ordrp

décroissant:

membrane externe > membrane cytoplasmique > peptidogycane.
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Tableau 24 : Valeun calculées des pentes des équations de Scatchard
traduisant la fxation de7Â (tr) par les enveloppes de
P. fluorescelul, (-) sites éliminés par masquage.

Structure testée

Valeurs de Ka
Récepteur à forte

affinité
Récepteur à faible

affinité

Membrane externe -r9.14 -6.62

Membrane externe
' modifiée

-2,49

Peptidoglycane -10,53 -3,43

Peptidoglycane
modifié -1,48

Membrane cytoplasmique -34,7 -3,1

Membrane cytoplasmique
modifiée -16,3 -2
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4.2.4 Discrsliqr

Comme cela a été dit dans le paragraphe 2.3.2., mars aussi rapporté par BROWN et

LESTER (1982a), I'accumulation des métaux par les bactéries semble être un phénomène

principalement de surface (du moins sur le plan quantitatif). I-es enveloppes jouent alors un

rôle considérable car elles présentent dos siæs privilégiés capables d'accumuler les métaux.

Ces siæs peuvent êne par exemple des sites phosphates présents au niveau des membranes,

des siæs carboxyliques dans le peptidoglycane et dans les protéines rembrranaires.

Dans ce travail nous avons utilisé les enveloppes de P.fhnrescens (membrane exùorne,

peptidoglycane, membrane crToplasmique) obænues par fractionnement à partir du même ma-

téricl biologrque, pour étudier I'accumulation de Cd2*, Ni2+, Cu21 Z*+. Selon la classifica -

tion de NIEBOER et RICIIARDSON (1980), ces métaux appartiennent tous à la classe inter-

médiaire, ils sont capables dête complexés par un grand nombre de molécules biologiques y

compris celles constinrant les structtres bactériennes.

L'impontance de l'accumulation des métaux par les enveloppes n'était jusqu'à présent

pas bien connue. Seuls quelques travalrx ont été réalisés sur les exopolysaccharides et sur les

enveloppes afu dÊ mieux comprendre leurrôle dans les phénomènes de fixation des métaux.

Les exopolysaccharides ont été étudiés en tant que structure accumulatice des métaux

par CORPE (1975) ; BROWN et LESTER (1980). tr a été monté que la fixation des métaux,

au niveau de ces polymères exûaits, peut être décrite par des isothermes ou par des modèles

plus complexes coûrme celui p'roposé par RUUC (RIJDD eld- 1984 ; BRO\ryN et LESTER,

L982a). Il est cependant inexact de parler du rôle des exopolysaccharides sensu stricto dans

I'accumulation des métaux puisque I'analyse de ces exopolymères a montré qu'ils compor'-

taient une proportion non négligeable de protéines et d'acides nucléiques (BROWN et LES-

TER, 1980).

Ainsi d'autres auteurs ont cherché à connaîte le rôle des structures "plus internes" type

membranes et peptidoglycanc et leu importance dans I'accumulation des métaux, en compa-

rant la fixation du cadmium au niveau de bacÉries entières, des muréinoplasæs et de prctoplas-

æs. BALJDA (1986) n'a montrré aucune différence au niveau de I'accumulation du métal

(Cd2*) par P.fluorescens etA.lwloplanldis.Par contre, les travaux de FLATAU el aL (1987)

montrent la répartition du cadnium dans des cellules et des muréinoplastes et protoplastes

issus de cellules préalablercnt chargées en cadmium. Dans ce cas, les teneurs diminuent dans

le sens : cellules intacæs > cellules rincées > mtuéinoplasæs = protqplasæs. FLATAU etaL

(1985) ont monEé d'autre part que durant les toutes premières heurçs de contact avec le cad-

mium,l'accumulation augmenait dans le sens cellules < mur,éinoplasEs < protoplasæs.
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Eu égard à la complexité du problème, I'utilisation d'enveloppes bactériennes isolées est

apparue coutrrlo une voie possible dc recherche et de compréhension des mécanismes d'accu-

mulation des métaux. Cetæ approche, même si elle interdit toute extrapolation à une situation

dans laquelle des bactéries intactes auraient été exposées au métal, foumit des inforrrations in-

téressantes sur les propriétés des structures isolées.

Ainsi BEVERIDGE et KOVAL (19S1) ont travaillé sru des parois isolées CliE. coli

K-12 montrant une certaine accumulation des métaux par ces stnrctures de I'ordre de : 0,02 ;

0,09 et 0,39 pmol dc Ni2+, Ctl2*, 7rP+lmg de paroi respectivement. En 1983, HOYLE et

BEVERIDGE isolent le peptiôglycane de la paroi de la même bactérie et observent pour le ni-

ckel une accumulation de 0,019 pmoVmg de structure. Cependant aucune différence significa-

tive par rapport aux résulats obtenus par BEVERIDGE et KOVAL (1981) n'a été mise en évi-

dence. A la suiæ de ces travaux, BEVERIDGE (1984) compare I'accumulation des métaux

(Nq K, Mg, Cq Mn) par le peptidoglycane et la membrane externe dE. coli K-12, montrant

ainsi des différences de fxation des métaux par ces structurcs. I-e peptidoglycane serait caPa-

ble de flxur 2 à 3 fois plus que la membrane externe.

Afin dc pr,éciser le mode de fixation des métaux au niveau des différents types d'enve-

loppes bactériennes, d'auucs auteurs ont étudié le rôle des principaux groupements fonction-

nels (phosphates, thiols et carboxyles). En effet, ceux-ci ayant un fort pouvoir complexant

vis-à-vis des ions métalliques, leu rôle dans I'accumulation des métaux par les bactéries pour-

rait êre capital. I-e plus étudié de ces groupements est le gtoupement carboxylique grâce aux

méttrodes décrites par DOYLE ei aL (1980) et BEVERIDGE et MTJRRAY (1980).

Le rôle des trois enveloppes de P.fluorescens (M. externe, Peptidoglycane, M. cyto-

plasmique) modifiées ou non au niveau des groupements carboxyliques, vis-à-vis de I'accu-

mulation de Cd2+, Ni21 Cuz+,7rP*,a été mise en évidence dans notre étude. Les résultats

obtenus ont été inærprétés à I'aide du modèle de Scatchard- Ce modèle permet d'évaluer d'une

part la quantité de métal accumulé sur I'ensemble des sites, et d'aute part le nombre de types

de siæ et leur affrnité à I égard du nétal étudié. Ce modèle pennet également d'observer les in-

teractions entre les différents sites récepteurs.

A partir nos résultats, plusieurs constatations peuvent être retenues :

* Premièrement: toutes les enveloppes bactériennes (M. externe, Peptidoglycane, M.

cytoplasmique), mélanges complcxes dhétércpolymères, sont capables d'accumuler les ions

métalliques æsés (Cd2+, 11i2+, gu2+,7**7,ce qui rejoint la classification dc NIEBOER et

RICHARDSON (1980) et les résultats des travaux de BE\ÆRIDGE et KOVAL (1981),

HOyLE et BEVERIDGE (1983) cr BEVERIDGE (1984), réalisés avcc la membrane externe et

le peptidoglycane de E. coli.
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* Deuxièmement : au moins deux types de récepteur à fone et à faible affinité peuvent

être reconnus dans tous les cas. Cette observation rejoint celles dÊ KADOKURA e! al.

(1979) ; PRICE QnD; LAMBERT9IaI (1975), qui touvent aussi au moins deux tlpes de

site récepteur aux métaux sur des molécules pures typ protéine, et exprimés au moyen du

modèle de Scarchard.

* Troisièmement : dans le cas des récepteurs à foræ affinité, la figure 39 monue que le

cadmium présenæ plus d affinité pour la membrane externe. Iæ nickel et le cuirrre présenænt

plus d'affinité pour le peptidoglycane. Le zinc présenæ plus d'affinité pour la membrane cyto-

plasmique.

* Quatrièmement : dans le cas des récepteurs à taible affinité, le zinc présente plus

d'atrinité pour la membrane externe. Iæ cadmium et le cuivre présentent plus d'affrnité pour !e

peptidoglycane. Iæ nickel présenæ plus d'affinité pour la membrane cyoplasmique. A priori,

penronne à notre connaissance n'ayant Éalis,é ce type de démarche, les comparaisons avec la

littérature scientifique rcsænt impossibles.

* Cinquièmenrent : quels que soient les tlpes de récepæurs considérés, pour la membra-

ne externe et le peptidoglycane Qes deux composants de la paroi), il est possible de classer les

métaux selon l'ordre d'affinité décnoissante pour ces structues :Zn> Cd > Ni ) Cu, éonnant

car la membrane externe et le peptidoglycane sont à l'évidence rès différents. Iæs résultats de

DOYLE elgl (1980) sont en accord avec les nôtres en ce qui concerne le Ka de Zn > Ni,

même si les résultats de leurpublication sont difficiles à inærpréter sinon suspects.

* Sixièmement : quels que soient les qryes de récepæun considérés, pour la membrane

cytoplasmique il est possible de classer les métaux selon l'ordre déctoissant au niveau de leur

affinité pour cetùe stnrcnrrc z7-n>Ni > Cd > Cu. Cetæ fraction a un comportement différent

des deux aures, mais aucwre comparaison avec la littéranre scientifique ne peut êre faiæ car

la membrane cytoplasmique ne semble pas avoir été étudiée par d'autres auteurs quant à I'ac-

cumulationdes métaur.

* Septièmerent : le masquage des fonctions carboxyliques entraîne une disparition des

siæs de fixation à forte affinité por:r le Zn, Crr et Ni avec deux exceptions, d'une part le cad-

mium (aucune modification au niveau de I'accumulation du métal quelle que soit la stnrctuc

considérée), d'autre part le Zn (dans le cas de son inæraction avec la membrane cytoplasmi-

que I'affinité n'est diminuée que d'un facæur 2). Dans le cas dc DOYLE ef e!. (1980), en ce

qui concerne les résulats pour le Ni et le Zn, ces métaux sont accumulés par la paroi de E. coli

nodifiée au niveau des sitcs carboxyliques par un seul siæ récepæur.
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4.3 . z+gtf+gtt2*)lyEc

L'ACIDF' NITRILOTRTACETIOUE N.T.A.) A PARTIR DES BIOMAS

SF'S BACTERIENNE'S CONTAMINEES

L énrdc du pouvoir d'extaction à l'aide d'un complexant puissant, I'acide nitrilotriacéti-

que (N.T.A.), des biomasses contaminées par des métaux, a été réalisée dans ce travail, d'une

part afin de connaîue lbffrcacité du N.T.A. (très utilisé en Europe dans les détergents), et

d'aure part tentor d'apprécier indirectement la localisation de ces métaux au niveau des bacté-

ries contaminées après et pendant leur cnoissance. En cffeq par cetæ méthode, nous poulrons

vérifier si les métaux se fixentpréférentiellement au niveau des enveloppes, chez les bactéries

contaminées après croissance, ce qui les rend facilement extractibles, alors que les bactéries

contaminées au cours de leur croissance peuvent incorporer les métaux à un niveau "plus in-

tÊme", rendant ainsi plus diffrcile leur extraction par les méthodes jusqu'alon utilisées.

Enfue nous avons æsé cette méthode d'extraction des métaux par le N.T.A. sur des

boues de station d'épuration afin d'évaluer I'efficacité d'extaction de ceux-ci et plus exacte-

ment la fraction maximale extractible, coûlme préalable à un "nettoyage" industiel de ces

boues, simple, pu coûteux et non destructif.

4.3.l. F*traction des métau* (Cd2*.C112*,Z[2* :

cazs après croissance à I'aide du N.T.A.

Le but de cetæ étudc estde Esterla capacité d'accumulæion des métaux par les bactéries

cultivées en laboratoire et mises en suspension dans l'eau, afin de connalue les quantités ac-

cumulées puis extractibles par le N.T.A. Lénrde est limitée à trois sels métalliques : chlorues

de cuiwe, de cadmium et de zinc.

a) Protocole d'accumulation

Une suspension bactérienne d'environ td Uacæries par millilitrp, obtenue par lavage

d'une culture sru gélose de P. fhwescers âgée de 24 heurcs (18 nl) a été contarninée pr

simple mélange avec une solution mixæ dp Cu2+, Cd2+, Zfr* Q ml) dans I'eau distillée aux

concentrations Quimolaires finales etcroissanæs dp 3,15 x 105 à 100J x 1O5 moleÂ,la con-

tamination de la biomasse bac't&ienne apês croissance était réalisée comme suit :
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- un premier lot de 6 tubcs (tubes à cenuifuger en polyuréthane, modèle KONTRON)

contenant 18 ml de suqpension bactérienne et 2 ml deau distillée stérile constituait le lot té-

moin "bactéries saines" (Ib)

- un lot de 6 tubes contenant 18 ml d'eau distillée stérile et 2 ml de solution mixte {ui-

molaire de concentration croissantc en cuivre, cadmium et zinc du premier au sixième tube

constituait le lot témoin pennettant de quantifier la fixation des métaux sur les parois du tube

(rsr à Tse)

- un lot de 6 tubes, pour lequel les 18 ml d'eau distillée étaient pmPlacés par 18 ml de

sumageant de la suqpension bactâienne (obænus par centifirgation de cette suspcnsion à

23 AAO g pendant 30 minuæs), permenait de mesurer I'influence de la matrice organique libé-

rée par les bactéries dans le milieu, sur la fixation des métaux sur les parois du tube Gsr à

Tse)
- enfin, un lot de 6 tubes contenant 18 ml de suspension bactérienne etzml de solution

métallique en concentrations croissantes du premier au sixième tube était réalisé en triplicat,

constinrant le lot de bactéries contaninées @1 à B5).

La gnmme de concentration dans les tubes contaminés était alon de 3,15 à 100J pmo-

lesÂ. Ces quatre lots éaient plaés 3 heures dans un bain-marie à 30oC sous agitation. ApÈs

ce temps de contact, chaque tube était centifugé à 23 000 x g pendant 30 minutes. Iæ dosage

des métaux dans les surnageants, réalisé par spectrophotométrie d'abso'rption atomique, a

permis de mesurer la fraction libre à l'équilibrc pow Cu2+, Cd2*, 7;P* etde calculer les frac'

tions accumulées et ftées aux parois du urbe.

Les culots ont été utilisés pogr les essais comparatifs dbxractim.

b) Prrotocole dbxtraction

Les culots bactériens conservés pour le test sont d'une part les culots de bactéries té-

moins Cfb) et les culots des bactéries contaminées (Br à Bu). Les culots ont chacun été mis en

suspension dans 20 ml dÊ solution de complexant, NTA à la cmcenuation de 10-3 M au pH de

6,5 t 0,1.

Le æmps de contact éait de 3 heurcs sous agitation dans un bain-marie à 30oC. Puis les

nrbes étaient centrifugés à 23 000 g pcndant 30 minuæs ct les quantités dc métaux extraits

éaient déteroinées par dosage des métarx dans le sumageant par sPectrophotométrie d'ab-

sorption atmique.
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c) Résultas de I'accumulation des métaux

Les résultats bruts ont été regroupés dans les tableaux (Al4 et A15) en annexe et expri-

més en concentration et en pourcentage de la concentration initiale. L'accumulation des métaux

par les suspensions bactériennes a éÉ exprimée sous forme de courbes et dhisogrammes.

Les trois histogranrmes de la figure 40 indiquent pour chaque métal la répartition entre

les trois fractions : libre dans le surnageant, frxée par les bactéries et fixée sur les parois du

tube en fonction de la concentration initiale. Les valeurs ont éÉ calculées à partir des dosages

effectués dans les surnageants des bactéries contaminées (Br à 85) et des bactéries témoins

(fj, rapportés aux quantités inuoduiæs.

Iæs témoins "oau + métaux" (fi à Te) et les témoins "surnagcants bactériens + métaux"

(Isr à T55) n'ayant pas montné d'inæraction apparente su les dosages des métaux ne sont pas

discutés ici En effet, il nbxisæ pas de différence significative entre ces témoins d'apÈs le æst

statistique effectué sur ces données Qes résultats du æst statistique sont rapportés dans le ta-

bleau 416).

La figr5e 40 permet dbbserver une forte fixation à pH 6,5 t O1 du cadmium (75,6Vo t

Z,l) et du zinc Q8,6% t 12,3> sur les bactéries, alors que le cuirne reste essentiellement dans

le surnageantQ!,S%o t 5,9) (moyennes et écarts-tlryes des différentes concentrations testé€s).

Les quantités fixées surles parois des tubes restentvoisines dc 1,3 à14,57o quels que soient

le métal et les concentrations æstées.

La part de cuirrre frxé aruc bacéries rapponté à la quantité initiale reste quasi constante,

dbnviron L6,37o * 2,5 mêmp lorsque la concentration de métal ajouté augmente. Par con-

tre, celle du zinc décrdt pendant que sa fraction libre augmenæ dÊ 88J ù56,3Vo. D'autre part,

la fraction accumulée du cadmium augpente jusqu à 85% puis diminue jusqu'à 63,67o lorsque

la concentation en méal ajoré augrpnte.

La frggre 41 confirme ces tcndances en indiquant la part fixée de chaque métal pax raP-

port aux parts respectives de dcux autres. Ainsi la part fixée du zinc décroît de 49,3 à' 4t,87o ;

celle du cadmium augnente dc 38,8 ù47,3% tandis que celle du cuirre reste plus ou moins

constante de 119 à10,9% lorsque les concentrations ajouÉes des rois sels passent de 3,15 à

100J lrmoles/t. En observant non plus les pourcentages mais les concentrations accumulées

(fableur A14), il apparalt que les concentrations en cuinre, en cadmium et cn zinc accumulées

augrnpntent régulihment drm facæur 2 environ, soit celui dc la gamme de concentrations ini-

tiatcs.
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Pour chaque métal, lTsotherme d'adsoqption d9 Fregldlich 1été représenté, poru pou-

voir déærminer les "affrnités relativcs : métal-biomasse". Les isothetmes sont représentés sur

la frgure 42àpartr des donnécs du tableau A17, accompagnées des équations de régression

respectives, déærminées graphiquemenl 'ï,'affinité relative: métal-biomasse" peutêre définie

par la constante K du complexe formé : K égale à [métal-biomasse] / lmétal] [biomasse] dont

K correspond à ebsK. Ainsi, la figrue 42 montre tout d'abord le cas du cuinre, lequel semble

paniculier : la courbe obænue est biphasique, avec deux pentes différenæs 1/n1 = 0,625 et

Uî2 = 0,9902. La p'remièrc partic du graphe (pentc 1/n1) peut êtnc e:çliquée dans ce cas par

une possible saturation de la marice externe au bactéries (paroi des tubes etlou matrice orga-

nique). La deuxième partie du graphe (pente 1/n) expliquerait alors I'accumulation du cuirne

par les bactéries. Cette accumulation n'atteint pas la saturation potr les concentrations utili-

sées.

Pour le cadmium, la courbe est aussi biphasique avec deux pcntes différentes 1/n1 =

1,477 et Llnz= 0,615. La première partie du graphe avec la pente la plus fone (l/nr) corres -

pond à I'accumulation du cadmium par les bactéries et la deixième partie du graphe avec une

pente moins fute (1/n2) correspondrait à laphase de saturation

l-e anc,quant à lui, monue une seule droite avec une seule penæ l/n = 0,4086 qui ra-

duit I'accumulation de ce méal parles bactéries sans att€indrc lia saturation pour les concenta-

tions en métal utilisées.

Si 'l'affinité relative : métal-biomasse" est donnée pt K, les valerus pour les métaux

(Cu2*, Cd2*, k2\ sont les suivantes :

pourle cuirne

pourle cadmium

pourlc zinc

t( = e-7,6849 = 4,60 x 104 Vmg
K = e4'4551 = 1,16 x 10'2 Vmg

K = e-35873 =2J7 x l0-2 Umg

Ainsi, ces valeurs pennettent de classer les métaux par leur "affinité" relative" dans

I'ordrc décroissant zZ.n> Cd > Cu.

d) Résultas dbxtractiondes métaux

Iæs résultats de I'extraction des métaux par le N.T.A. sont regroupés dans le tableau

A18 et exprimés en pmoles de métallng dÊ poids sec, aussi en poucentage de la quantité ac-

cumulée. Comre le montne la figure 43, les rendements dbxtraction sont : l48%o pour le cui-

vrc,9îVo pour le cadmium et94% pour le zinc de la quantité fixée à la biomasse. Iæ résultat
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obtenu pour le cuiræ peut ê@ expliqué par les quantités désorbéçs desparois des tubes, ce
qui confirmerait les ésultats d'accumulation exprirnés parles isothermes de Freundlich. Ainsi
les métaux sont extraits dans un ordrc décroissant : Cu > Cd>7Â.

Dans ce cas le N.T.A. extrait les métaux (Cu2+, Cd2+, ZrP\ avec des rendements supé-

rieurs ù907o. Potrr cetæ raison, dans les essais suivants nous utiliserons non seulement le

N.T.A. à une concentration de 10-3 mais aussi à 0,5 x 10-3 et 0,25 x 10-3 pour envisager la

réduction de la concentration de N.T.A. jusqu'alors utilisée.

4.3 .2 . F'.Yfrqcfion des m6tqrrv (îd2+ ' Cr2*. lra.z*l de P. fluorescens con-

taminé en ohase de croissance

Dans tous les essais précédents ayant été rÉalisés avec des bactéries précultivées et artifi-

ciellement çeltaminées par ajout de solutions métalliques, il est facile dTmaginer que I'accu-

mulation des métaux par les bactéries est avant tout périphérique et I'extraction, du même

coup, facile à réaliser. Aussi nous avons cherché à connaîne dans quelle mesure les bactéries
qui se multiplient en pésence des dtaux accttmulent d'une "marrière plus inærne" (au niveau

de la membrane cytoplasmique, cytoplasme ... ?). C'est pour se rapprocher des conditions

renconEées dans les bassins d'aération à boues activées, alimentés en continu par un effluent

chargé en métaux, que dans cet essai la bactérie Pseudamorws fluorescerc a été cultivée en

bio'réacæur alimené en continu par une solution nutritive contaminée en sels de cuirne, cad-
mium, zinc à concentrations équimolaires de 100J pmolesÂ.

a) hotocole d'accumulation

A partir d'un inoculum &, Pseudonorus fhrcrescew àgé deU heures (10 ml), à la con-

centration ajustée de ld bactérieVml par mesure de la densité optique à 620 nm, un fermen-

teur BiolafittÊ contenant 500 ml de milieu nutritif (12,5 g de bouillon peponé Bio Mérieux

511U d'eau distillée) stérile est ensemencé dans des conditions aseptiques. Un ballon de

bouillon alimenæ le bioréacæur à un débit constanq le surplus de suspension bactérienne du

bioréacteur (le volume rcste consurnt à 500 ml) est évacué au même débit dans un ballon de

sutie où sont effectués les prélèvements pour le Est d'extraction

Iæ ærys dc contact" défini par l'inverse du taux de dilution (voir matériel et méthodes),

était de 4h33 pour le milieu nutritif dans le bioréacæur. Le fermenæur était dans un premier

temps aliænté avec un milieu peponé sÉile (12,5 gde bouillon peptoné Bio Mérieux 5111/l)
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jusqu'à ce que la cloissance bactérienne aneigne laphase stationnaire, ce qui se traduit par une

concentration bactérienne constante au cours du temps, mesurée par la densité optique ù620

nm. Ensuite le milieu nutritif était remplacé par une solution nutritive de même concentration

contenant en plus les métaux (Cu2*, U2+,kr2\en quantités équimolaires initiales de 100,7

pmoleVl : cette valeur a été choisie pou obtenir des quantités accumulées égales ou supérieu-

rts aw( nonnes européennes rclatives aux boues de station d'épuration (0,020 g de C4 1,00 g

de Cu, 3,00 g deZnpar Kg de boues sèches). L'évolution de la concentration bactérienne était

de nouveau suivie jusquà obænirune nouvelle stabilisation de la densité optique de I'effluent

en sortie du réacæur. Dans lc cas où cette densité bactérienne devenait uop faible, la concentra-

tion en milieu nuritif a été augmentée de : 12,5 g/l diluée à,ll2 à 18,75 g/l diluée à 3/4, mais

celle des méuux mainænræ constanb.

b) Protocole d'extaction

. Des prélèvements à la sortie du bioréacteur ont été effectués pour les diverses mesurcs et

les æsts d'extraction. Ainsi, 60 nl déchantillon étaient répartis dans 3 tubes à centrifuger. Ils

étaient ensuiæ centifugés à 23 000 g pendant 30 minuæs puis traités de la façon suivante :

- les surnageants dos 3 nrbs permenaient un dosage en spectrophotométrie d'absorp-

tion aomique pourmesureret quantifierla fraction lihe de chaque métal

- les culots étaient mis en suqpension dans 20 ml de N.T.A. à I x 10-3 M mais aussi à

0,5 x 10-3 etù25 x 10-3 à pH 6,5 t 0,1 ; ces deux dernières concentrations ont été choisies

pour æster lbfficacité du complexant à des concentrations moins importanæs que celle utili#e
jusqu'à présent.

Le æmps de contact était de 3 heures à 30oC sous agitation. Ensuiæ, ces ntbes étaient

cenrifugés à 23 000 g pendant 30 minutes. Les quantités de cuivre, cadnium et zinc extraiæs

étaient dosées direcæment dans le surnageant alcs que les fractions rési&relles c'est-àdire en-

core frxées arx bactéries étaient déærminées par spectrophotodrie d'absorption atomique à

partir des culots min&alisés. Ces essais étaient menés en tiplicat pour perretne de juger de la

re,présentativiÉ des nrcslrrcs etdc lareproductibilité du æst

Un dosage des méaux présents dans le milieu nutitif elimentant le bioréacæur t été ef-

fectué pour déterminer la part dc métal fixée sur les parois du ballon contenant le bouil-

lon nutritif, ainsi que les peræs éventuclles dues à I'autoclavage des milieux nutritifs, effectué

avant leur utilisation.
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La figure rt4 traduit l'évolution de la densité bactérienne en fonction du æmps. La stabi-

lisation de cetæ concentration avant la contamination a nécessité environ 4 joun. Au temps tl

= 103 heures (soit 4 jours U4)le milieu nuritif a été remplacé par un milieu nutritif de même

concentration mais conænant les uois métaux (100,7 pmoles/l). Dès les premières heures, une

chuæ de la densité optique à 620 nm était enregistrée. Après une période deZt4- heures celle-ci

augmentait de nouveau jusqu'à une valeur constante, cependant inférieure à celle enregistrée

avant contamination

Pou obænir une concentation bactérienne suffisanæ pour les exffrimentations ultérieu-

res, c'est-à-dire proche de celle observée avant inoxication, un changement dc concentration

en milieu nutritif était réalisé (do 12,5 mg/l à 18,75 mg/l). Dans ces conditions (Figure 44),

une augnentation de biomasse apês le temps t2 est observée avec une stabilisation de la con-

centration bactérienne aur environs de 3 x 106 bactéries/ml.Il faut ajouærque le pH du milieu

était de 7,5 età la sortie de 7,8 contre 6,5 lors des premiers essais.

c) Résgltats de laccumulation des métaux

Les résulats de I'accumulation des métaux dans les bactéries ont été calculés indirecæ-

ment en additionnant les valeus résiduelles dans les culots et les valeurs extraites dans le sur-

nageant après extraction avec le N.T.A. ; la moyenne a été calculée à partir des valeurs obte-

nues pour chaque concentration do N.T.A. testée. Sur le tableau A19, elles sont exprimées en

pmoleVmg de biomasse (poids sec) mais également en pourcentage de la concentration initiale.

Iæs taux de cadmium et de zinc accumulés (Figure 45) sont faibles par raPport aux résul-

tats précédemment obtenus (cf paragraphc 4.3.1.c). En effet, ces valeurs qui étaient de75,67o

pour le Cd2* et de78,6Vo pour le Zn2+ sont ici respectivement de l4,3%o et S,LVo.Iæ taux

d'accumulation du cuivre, quant à lui, rcste identique à celui observé lors des essais précé'

dents, sort l2,3%o.La fraction libre resæ donc élevée pour les uois dtaux.

Le catcul de la part respoctive de chaque métal dans le otal accumulé @gtrre 46) donne

ponr le cuinre 397o du total des tois métaux accumulés contr€ L0,9Vo aux essais précédents.

Le otal des uois métaux accumulés est ici égal à 0,1098 pmolerhg de biomasse sèche soit en-

vircn 3 fois moins que la valeur mesurée au cours des premiers essais (0,3174 pmole/mg de

biomasse sèche). Iæs quantités accumulécs, pow chaque métal, exprimês en pmoles/mg de

biomasse sèche sont 0,0428 lnur Cu2*, 0,050 pour Cd2+ et 0,017 pour Zn. Elles ont étÉ, éga -

lement calculées enmglgdc biomasse sèche ct sont rcspectivemeît2:|2;5,62 et 1,16.
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Figure 44 : Evolution de la concentration bactérienne au sein du
bioréacteur au cours du temps,

tl; alimentation du bioréacteur par un milieu contaminé par Cu,Cd,Zn
12; augmentation de la concentration du bouillon nutritif,sans
modification de concentration en métaux
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Figure 45 : Accumulation de Cu, Cd, Zn, chez Pseudomonas fluorescens
contaminé en phase de croissance en culture cont inue
(chemostat)
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Flgure 46 : Part de chaque métal Cu, Gd, Zn (pmole/mg de poids sec), sur
le total des 3 métaux accumulés (pmole/mg de poids sec),
exprimée en pourcentage
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d) Résultats de lbxtraction dcs dtaux

Les résultats de lbxtraction des métaux (Tableau A20) ont été mis sous forme d'histo-

grarrurrs @grrrc 47).lapparaît clairerent que le cadmium présente le plus fon taux d'extrac-

tion suivi du zinc puis du cuirrrc. Les taux d'extraction, quelle que soit la concentration en

N.T.A., sont supérieurs à78% pour le cadmium, en moyenne 57% pots le zinc, mais aug-

mentÊ de 33Vo ̂ 52,2% dans le cas du cuirrre en fonction de la concenmtion en N.T.A. :

lbrdre d'extraction décroissant est Cd2+ > h]+ > Cu2+ quelle que soit la concentration en

N.T.A. De même, la quantité otale des tnois métaux extraits augmente en fonction de la con-

centration &, 57 Vo ù 63Vo.

Pour ces raisons, le æst d'extraction en vue de son application sur des échantillons de

boues de station d'épuration a été conduit avec les concentrations en N.T.A. les plus élevées.

4.3.3. Aoplication sur les boues de station drénuration

Lbbjet de cene dernière partie est de mesurer la fraction maximale extractible des mé-

taux (Cd21 Cu2+, hf\ accumulés dans les boues de station d'épuration pour pouvoir décider

de lbppornrnité d'une extraction de ces métaux sur le plan industriel et rpndre possible I'utili-

sation de ces boues en agriculture. Ce test a concerné deux lots d'échantillons de boues, le

prcmier prélevé à la station dépuration de Meu et le second à la station d'épuration de Bor-

deaux, réputée poru subir une foræ contamination métallique (Metz : bassin d'aération, filtre-

presse ; Bordeaux : décanæur secondaire, digesteur et filtre-presse).

a) Proocole

Pour chaque échantillon de boues, une quantité équivalenæ à 10 mg de matière sèche

était mise en suspension dans 20 ml d'une solution de N.T.A. 10-3 M au pH de 6,5 t 0,1

dans un tube à centifuger. Les nrbes (3 par échantillon) étaient placés en agitation dans un

bain-marie thermostaÉ à 30oC pendant 3 heures puis centifirgés à23 000 g pendant 30 minu-

tes.

Lcs surnageants ont permis de mesurer par un dosagc direct en spectrophotométrie

d'absorption abmique les quantiés de métaux exnaiæs par le N.TA.

Les culots étaient minâalisés pour permeurc lr mesurc des quantités résiduelles de cha-

que métal. Un bilan "quantité extaiæ + quantité résiduelle" donnait rme valeur de la quantité

accumulée avant extraction pour chaque nétal dans chaque échantillon
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b) Réqultats

Iæs résultats sont rassemblés dans le tableau A21 et résumés dans le tableau 25. Iæs

concentrations de Cu2., Cd2+ et Zn2+ selon les échantillons se situent entre 0,fr8 etù,94 i

O,On et0,454;0,745 et2,357 mlg poids sec respectivement.

Ainsi les boues de Bordeaux sont plus chargées en métaux que celles de Metz : le cad-

mium ost 3 à 20 fois plus concentré,le cuinre 2à12 fois plus concentré et le zinc 2 à 3 fois

plus important darrs les échantillons de Bordeaux.

Dans le cas de boues de Bordeaux, il apparaît une différence entrp les teneurs de trois

tlpes de boues pour chaque méal. La concentration augmente pratiquement touiours d'un fac-

teur 1,5 des boues de décanæur secondaire aux boues digérées et celles-ci aux boues déshydra-

tées. Dans le cas de Metz, les valeun observées porn les boues de filue-presse sont inférieures

sauf dans le cas du cadmium, à celles des boues activées.

Enfin, I'ordre d'importance des trois métaux selon leur niveau de concentration, quelle

que soit I'origine des échantillons, est Zn2+ > Cu2+ > Cd2+.Iæs tenetus dans ces boues com -

parées aux valeurs ssuils fixées parla nonne française QJ4444l) rplative atx boues de station

d'épuration indiquent (fableau 25) que :

- dans le cas de Metz,les valeus restent en dessous des normes, avec cependant des

teneurc proches de lalimiæ poule cadmium

- dans les échantillons de Bordeaux, les valerus seuils sont largement dépassées dans

le cas du cadmium,limiæ pour le cuirre, mais pas dans le cas du zinc.

Les æsts dbxuaction appliqués à ces boues doivent auunt que possible extraire les trois

métaux pou réduire leurs concentrations en dessous des seuils. Les résultats des essais ras-

semblés dans le tableau A21 sont résurnés dans le tableau 25.

Touæfois pour le cuirme, le pourcentage d'extraction se situe en moyenne à2,5-3Vo du

total accumulé. Lc taux d'extraction du cadmium est faible mais supérieru à celui du cuirne

(7,6 à ll,2%). Lc zinc semblc légèrcment plus facile à extrairc avec dcs taux de lOTo en

moyenne et jusqu'à 16,6%.Lbrdre d'extraction décroissant est : Zn2+ > Cd2+ > Or2+.

Aussi les concentrations résiduelles sont tnès élevées, proches dcs concentations initia-

les, suffriegres aux nonnes lorsque les concentrations initialcs lEtaient, indiquant une très

grandc difficulÉ à "netûoyer" lcs bimasses ainsi contaninéas.
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4.4.  DISCUSSION

Les résultats, obtenus au cours des tnois étapes éalisées pour la mise au point et applica-

tion du æst prÉdictif d'extraction par un complexant organiçe de synthèse des métaux cad-

mium, cuirrre et zinc accumulés dans une biomasse de type boue activée, apportent des infor-

mations importanæs concernant l'affinité de ces trois méaux pour la biomasse bactérienne, et

leur accumulation au sein de cetæ biomasse selon le mode de çgstnmination de la bactérie tes-

tén, Pseudomonos fluorescens. Les valerus d'extraction par un complexant de type N.T.A.

confirment les affinités "métal-bactérie" observées, mais pemrettent aussi de bien mettre en

évidence le rôle du complexant (sa naturc et sa concentation),le rôle du métal, et I'effet de la

voie de contamination de la biomasse sur le rendement d'extraction des trois métaux. Enfin,

elles permettent d'évaluer la validité du test appliqué sur des échantillons de boues de station

d'épuration.

L'accumulation des tnois métaux (G2+, Cu2+, Z;nz\ dépend des conditions expérimen-

tales. En effet,les quantités accumulées changent en fonction de la voie de contamination de la

biomasse. Ainsi,l'ordre décroissant des accumulations des métaux peut s'écrire :

z*+ > Cd2+ > Cu2+ lbiomasse contaminée après croissance)

Cd2+ > Cu2* > zn2+ lbiomasse contaminée en phase de croissance).

Dans la plupart des cas,le zinc et le cadmium sont accumulés en plus grande quantité

que le cuirme, en accord avec les résultats d'accumulation des métaux (Cd2*, Cu2*, zn2+) sru

les enveloppes bactériennes (voir chapitre 4.2.4.), Le cuinre est accumulé en moins grande

quantité sutout par les biomasses contaninées après croissance. En contradiction avec les ré-

sultats de BROIVN e AL (1982) ct RUDD el aL (1984), indiquant de plus fontes quantités de

cuirne accumulé par rapport aux autres métaux. Les faibles quantités de cuirtre mais aussi cel-

les de zinc (dans le cas des biomasses contaminées en phase de cnoissance) seraient en partie

expliquées par la complexation du métal avec les molécules organiques du milieu. Seule la

classification selon I'affrnité décroissantc Cd > Cu > 7-n conespond à celle observée par

GOLJLD eTGENTELLI (1984) et AHLIBAIeêL(1985) dans les boues activées.

De oues façons,les rois métau utilisés ici sont accumulés dons nos expériences en

concentration / unité de poids de la biomasse, en quantités moins importantcs par rapport aux

résultats d'auues auteu$ : RIJDD cf aL (1983) pour le cuivrc, SHAILWAM (1984) pou le

zinc et FLATAU el gL (1987) poru le cadmium, qui trrouvent une accumulation très élevée de

ces métaux rqspectiveænt srr dcs structures bactériennes type exqollmères ou par des bacté-

ries apês croissance ou en phase de croissance.
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En ce qui concernefues de station d'épuration de Metz et de Bordeaux, les quan-

tités accumulées des métauxfu,.un ordre décroissant sont: Zn > Cu > Cden accord avec les

résultats cité par COIJN (ll*-et ordre est en partie confirmé par lcs concentrations de ces

métaux (7Â>Cu > Cd) trrorf,r,æmmunément dans d'autres boues de station d'épuation ci-

tées par d'auûes auteu$ (Wilffi*K gt gt, 1982). L'augmentation de la concentration en Cu,

Cd et Zn aucours du traitc-d'une boue de station d'épuation a été aussi observée par

$d (le8z).

L'efficacité de I'ex&par le N.T.A. dépend aussi de la nature du métal et surtout

du mode de contamination ffbnaturc de la biomasse. Ainsi,le rendeænt global d'exuac-

tion diminue, passant denfu.I00% à 60Vo puis 10% respectivement pour Pseudomonas

fluorescens contaminé aprÈdssance, en phase de crcissance, et potr les boues de station

d'épuration. L'extraction dedbux par le N.T.A., dans les cas de boues de station d'épura-

tion va dans le sens des ob*rs de nombreu( auteurs : LEGRET ggL (1985, 1987) qui

classent I'extraction des mfu4nr acidification :7-n> Cu > Cd; LINDSAY et NORÏVELL

(1978) parextraction avec hmA :7n> Cu. D'une manière générale, quelle que soit la mé-

thode utilisée pour exuaire Htaux des boues,les autetus cités par BROIVN et LESTER

(1979) classent ces métauxLfordre décroissant Zn> Cl> Cd-

Il faut signaler queL*nes de station d'épuration représenænt un mélange très com-

plexe, où se retrouvent lia billrc bactérienne et d'autres mauices organiques et minérales au

sein desquelles les métaux Fût se fi:rer, expliquant les faibles pourcentages d'extraction

des métaux dans les boues Emort aux résultats obtenus avec des biomasses moins conta-

minées (par d'autres matric"iÉales et organiques).
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5. CONCLUSIONS
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Iæ principal objectif du travail de recherche présenté dans ce mémoire visait à évaluer le

rôle des envelo,ppes bactériennes dans l'accumulation de méaux.

A cet égard, Psetùomorus fltnrescens, microorganisme très répandu dans I'environ-

nement, a été utilisé coûrme modèlc et un protocole de séparation de différentes enveloppes

(membrane extErne, peptidoglycane et rembrane cyoplasmique) aété mis au point

' 
Sur chacune de ces fractions isolées, I'accumulation et I'affinité de métaux (Cd2+, Ni2+,

Cu2*, Cd2*) ont été æstées afin de classer à la fois le métal et la structure étudiée, et d'évaluer

lTmporance des groupements carboxyliques dans ces phénomènes. Ces résultats ont été con-

fortés par des essais dbxtraction des métaux en laboratoire sur des cellules de Pseu.domonas

fluorescens contarninées après et pendant ctoissance, ainsi que sur boues de station d'épura-

tion.

Iæs principaux résultats obtenus sont les suivants :

(1) Iæ proocole mis au point à partir d'une étude critique de la littérature a permis

d'isoler les trois enveloppes : la membrane externe, le peptidoglycane et la membrane cyto'

plasmique de P.Jfuoresceta eîtcntant de limiær les contaminations. Ainsi l,lïVo et L,94Vo du

2-céto-34éoxyoctanate K.D.O.) de la bactérie entière (marqueu sffæifique de la membrane

exærne) ont été dosés respectivement dans le peptidoglycane et la membrane cytoplasmique.

De même 3,57o et 4,37o des hexosanines de la bactérie (marqueur choisi pour caractériser le

peptidoglycane) ont été dosés respectivement dans la membrane externe et la membrane cytù.

plasmique.Iæ marqueurde la membrane cytoplasmique n'apas étédÉæctÉ dans les deux au-

tres fractions. I-es peræs dc matériel cellulaire rcstent ouæfois assez importanæs :84JVo de

K.D.O., 47,2% dhexosarnines, 6l% de protéines et 68,@7o du phosphore sont perdus lors

du protocole d'extraction

(2) la masse respective de chacune de ces enveloppes est égale à 6,96Vo pour la

membrane exteme, 5,3% pnr le peptidoglycane et 6,12% pour la membrane cytoplæmique

dÊ la bacÉric entière (poids scc).

(3) L'accumuluion dc Cd2+ exprimée selon l'équation dc Scaæhard montre I'existen-

ce.d'au moins dcux types de siæs de fi:ration dis à forte et à faible affrnité caractérisés Par

leurs consunæs Ka et I(a'respectiverenr Ainsi ces constantes calculées pour chaque enve-

loppc étaient respectivement de : (Ka = - 13,1 ct Ka'= - 096) pour la membrane extcrne ;
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(Ka= - 9,51 etKa'=-2,W) pourle peptidoglycane et(Ka= -3J8 etKa'= - 0,36) pourla

membrane grtoplasmique.

Pour les fractions non modifiées il est possible de classer les Écepteun dits à fone affi-

nité dans I'ordre décroissant :

M. ext > P.G. > M. C.

et les récepteurs dits à faible affinité :

' P.G. > M. ext > lvLC.

Malgré le blocage des fonctions carboxyliques par un ensemble de réactions chimiques

ayant pour but de masquer ces grcupements en les Uansformant en gfoupements élecnoposi-

tifs, pour le Cd2+ ces deux types de siæs de fixation sont toujours mis en évidence avec (Ka =

- 25,3 ; - 22,55 ; - 4,48 et I(a' = - l2O i - 296; - 1,23) respectivement pour la membrane ex-

terne, le peptidoglycane et la membrane cytoplasmique.

(4) L'accumulation dÊ Ni2+ exprimée selon l'équation de Scarchard montre 1à encore

I'existence d'au moins deux t)?es de siæs de fixation à foræ et à faible affrnité avec deux

constantes Ka et Ka' respectivement: (Ka = - 5,62 et Ka'= - 0,025) poru la membrane ex -

terne, (Ka = - 6A3 et Ka'= - 0,355) pour le peptidoglycane ot (Ka = - 5,55 et Ka'= - 1,445)

pow la æmbrane cgoplasmique.

Pour les fractions non modifiées il est possible de classer les récepæus dits à faible af-

frnité dans l'or&e décroissant :

M.C. > P.G. > M. ext

En ce qui concerne les récepteurs à forte affinité les différences entre les constantes Ka

sont très faibles et les trois fractions étudiécs peuvent êtne considérées conme ayant un com-
pqtellpnt identique.

Lc blocage des fonctions carboxyliques entralne dans le cas du Ni2+ la disparition des

siæsàforteaffinitépourccEétalavecuneseuleconstantcKa':(Ka'=-Q,323;-0,266 -

0J13) respcctivcmcnt pour les réccpæurs à faible affiniÉ de la æmbrane cxterro, peptidogly-

cane et la membrarP cytoplasmiqæ.
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(5) L'accumulation de Co2* p- les enveloppes de P.flnorescerut montre aussi I'exis-

tence d'au moins deux tlpes de siæs de fixation avec deux constantes, Ka pour les récepteus

à foræ affinité et Ka'pour les récepætrs à faible affinité : (Ka = - 0,039 et Ka' = - 0,006) pour

la membrane externe, (Ka = - 0,051 et Ka' = - 0,009) pour le peptidoglycane et (Ka = - 0,010

et Ka'= - 0,0028) pour la membrane cyoplasmique.

Pou les fractions non modifrées les récepæurs à forte et à faible afEnité sont classés

dans I'ordrc décroissant :

P.G. > M. ext > M.C.

Le blocage des fonctions carboxyliques entraîne aussi la diqparition de sites à foræ affi-

nité, et monEe I'existence d'un seul type dc site de fixation avec une seule constante Ka'=
- 0,005 ; - 0,0047 ; - 0,0028 reqpectivement pour la membrane extprne,le pcptidoglycane et la

membrane cyoplasmiquc.

(6) L'accumulation de 7-*+ exqimé selon l'équation de Scarchard montre, coûrme

pour les autres trois métaux,lbxistence d'au moins deux types de siæs de fixation du métal

avec deux constantes I(A et I(A'respectivementpour les sites à fone et à faible afEnité : (Ka =

- 19,14 et Ka' = - 6,62) pour la membrane externe, (Ka = - 10,53 et Ka = - 3,43) pour le

peptidoglycane et (Ka = - 34:7 et Ka' = - 3,1) poru la membrane cyoplasmique.

Pour les fractions non modiliées les récepteurs à forte affinité sont classés dans I'ordre

décroissant:

M.C. > M. ext > P.G.

et pour les sites à faible atrnité :

M. ext > P.G. > À["C.

Le blocage des fonctions carboxyliques entraîne dans ce cas la disparition des sites à
forte affinité dans la membrane externe et le peptidoglycane avec comne seule constanrc d'af-
finité Ka' = - 2A9 pour la lvl ext et lx)ur lc P.G - 1,48 . Par contre, la rembrane cytoplasmi-
que préscnæ toqiours, après masquage dcs gloupements carboxyliques, derx t1ryes de siæs de

frxation du métal Ka = - 16,3 et Ka'= - 2O.
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(7) L'accumulation des métaux (Cd2+, Cu2*, htz\ par les cellules de P.fluorescens

dépend de la voie de contarrrination de ces cellules (exprimées enVo de la quantité mise initia-

lement) après ou pendant leur phase de croissance sont différentes et respectivement de :

75,6%etl1,SEopourle &*;de78,6%et1,lVopourleT,r]*;etdel4,7%oet!2,37opoule

Cu2*. Ces différences s'expliquent sans douæ dans notre expérimentation par la faible dispo-

nibilité des dtaux ajoutés au milieu dc culture permettant la cnoissance.

(E) L'extraction des métaux (Cd2*, Cu2*, 7rP\ par I'acide nitrilotriacétique

(N.T.A.) dp, Pseuùtonas flwrescers contaminé pendant ou apês la phase de ctoissance et

des boues issues ds station d'épuration fait clairement rossortir la diffrculté à extrairc ces mé-

taux. Cet ensemble dbbservations monæ que les enveloppes cellulaires jouent sans aucun

douæ un double rôle : d'une part dans le piégeage des métaux et, d'autre part, comme barière

enut les milieux intra- et exmcellulairp.

Ainsi, pour les bactéries contaminées après croissance, il est possible d'extraire 907o des

métaux accumulés ; tandis que pour des bactéries contaminées en continu au cours de leur

croissance, il nbst possible d'extraire que 60% des métaux accumulés. Enfin, poru des boues

de station d'épuration (mélange complexe où les métaux se touvent sous fomte de précipités

ou liés aux biopolymères intra- et extracellulaire), il nbst possible d'extraire que l07o environ

des métaux présents.
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Tableau A6 : Accumulation du Cd 109 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) non modifiées

MEMBRANE EXTERNE Fraction non modifiée

PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifiée

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction non modifiée

?p' Moyenne
cpm

Cd 109 libre
pmoles/l

Gd 109 libre
pmoles/52m1

r Cd 109 fixé
pmoles/mg

rlc ( l /mg)

1 7,13E+03 I  t5E-O2 7 .55E-04 4.20E-03 2 .89  E  -01
2 .5 8 .60E+03 4 .37E-Oz 2.278-03 1.00E-02 2 .30  E-01
5 1 .748+04 1.77E-01 9 .21E-03 . 80E-02 10E-01

10 1 .98E+04 4 .03E-01 2.108-02 3 .43E-02 8 .50  E-02
20 2.478+04 1.0046 5.228-02 6 .40  E -02 6 .40  E -02

1 6 .87E+03 I  iLOE-O2 7.33E-04 4 .20E-03 3 .00  E-01
2 .5 8 .07E+03 4.10E-02 2 .13E-03 1.028-02 2 .50  E -01
5 1.248+04 t . 26E-01 6  5 5 E - O 3 1.90E-02 1 .60E-01

10 1 .87E+04 3.82  E-01 1 .99E-02 3 .50  E-02 9 .20  E -02
20 2.49E+04 1 .013 5.278-02 6 - 3 0 E - O 2 6.20  E-02

1 8.80E+03 . 798 -O2 9.25  E-04 4 .10E-03 2 .30  E-01
2 ,5 9 .99E+03 5.08E-02 2 .64  E-03 I  ooE-o2 7 6 F - O 1

5 1.128+04 - 1 4 E - O 1 5  9 4 E - O 3 1.s5E-02 1.70E-01
10 1  .19E+04 2 .43E-01 1.278-02 3 .90E-02 1 .58E-01
20 1 .26E+04 0.51  3 2 .678-02 7.70E--02 . 48  E -01



Tableau A7 : Accumulation du Cd 109 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE Fraction modifiée

PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction modifiée

ppm Moyenne
cpm

cd 109 libre
pmoles/l

Gd 109 libre
pmoles/52m1

r Cd 109 fixé
pmoles/mg

rlc (l/mg)

1 4 .34E+03 8.84E-03 4 .60E-04 2 .18E-03 2 .50  E-01
2 ,5 7 .80E+03 3.96E-02 2 .06E-03 5 .13E-03 1 .30E-01
5 1 .45E+04 1.48E-01 7.728-03 9 .30  E-03 6 .50  E-02

10 1 .84E+04 3  7 â E - 0 1 1.96E-02 1 .758 -02 4 . 7 f J F , - O 2

20 2,31E+04 0 .9444 4.918-02 3 .30E-02 3 .50  E-02

1 4.57E+03 I 2 E E - O 3 4.83E-04 2.178-03 2 .30E-01
2 .5 8 .18E+03 4.16E-02 2 .1  6  E-03 5 .10E-03 1 .20E-01
5 1 .44E+04 1.46E-01 7 .63E-03 9 .31E-03 6 .40  E -02

10 1 .69E+04 3.44E-01 1 .79E-02 1 .798-02 5 .00  E-02
20 3.75E+04 1.526 7 .93  E-02 2.498-02 . 70E-02

1 9.63E+03 1.96E-02 1 .00E-03 2 .00E-03 I  .10E-01
2 .5 1 .01E+04 5  t  3 E - O 2 2.67F--03 4  9 7 E - O 3 s .70É. -02
5 1 .25E+04 1.278-01 â  5 9 E - O 3 9.60E-03 7 .60  E-02

10 1 .41E+04 2 .878 -O1 1.50E-02 1 .90E-02 6 .50  E-02
20 2,078+04 0.844 4 .38E-02 3 .40E-02 4 .00  E-02



Tableau A8 : Accumulation du Ni 63 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) non modifiées

MEMBRANE EXTERNE Fraction non modifiée

PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifiée

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction non modifiée

ppm Moyenne
cpm

Ni 63 libre
pmoles/l

Ni 63 libre
pmoles/52m1

r Ni 63 fixé
pmoles/mg

r lc ( l /mg)

1 1 ,36E+04 3 - 8 0  E - 0 2 1.86E-03 7 .40E-03 2 .08  E-01
2 .5 1 .87E+04 1.228-01 6 .33E-03 t  - 8 1 E - O 2 1 .48E-01
5 3.33E+04 4.35E-01 2.268-02 3 .16E-02 7.208-02

10 3.30E+04 8 .62E-01 4 . L 7 8 - O 2 6  - 3 6  E - O 2 7.30  E-02
20 3.43E+04 1.795 e.40 E-02 1.26E-01 7 .00  E-02

I 1.59E+04 4.15E-02 2 .20E-03 7  25F-O? t . 75E-01
2.5 2 .39E+04 t  - 5 6 E - O l 8 - 1 0 E - O 3 1.728-02 1  .1  1E-01
5 2 .58E+04 3.38E-01 1.788-02 3 .40E-02 9 .90  E-02

10 3 .14E+04 8.18E-01 4.268-02 6 .50E-02 7,90E-02
20 3.37E+04 1 .779 9.248-02 1.26E-01 7 .10E-02

1 1.58E+04 4.10E-02 2 .13E-03 7 _27E--O3. 1 .78E-01
2.5 2 .22E+04 I  ILLE-O1 7 _ 5 3 E - 0 3 1 .758 -02 1.21E-01
5 2.54E+04 3.32E-01 1 .72Ê. -02 3.428-02 1 .03E-01

10 3 .19E+04 8.33E-01 4 .35E-02 6 .43E-02 7.708-02
20 6 .81E+04 3.547 . 84E-01 8  - O O  E - O 2 2.208-02



Tableau A9 : Accumulation du Ni 6il par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE FTACI|ON MOdifiéE

PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction modifiée

ppm Moyenne
cpm

Ni 63 libre
pmoles/l

Ni 63 libre
pmoles/52m1

r Ni 63 fixé
pmoles/mg

rlc (l/mg)

1 1 .96E+04 5.13E-02 2 .66  E-03 3 ,50E-03 6 .80  E -02
2.5 2 .36E+04 1.54E-01 8 .20  E-03 8 .64E-03 5 .60  E-02
5 2 .38E+04 3.09E-01 1.628-02 1 .738-02 5 .60  E-02

10 2 .51E+04 6.60  E-01 3 .43  E -02 3.44E-02 5 .20  E-02
20 2 .96E+04 1  . 55 8.10E-02 6 .58  E-02 4 ,30  E-02

1 2.748+04 7.228-02 3 .74  E-03 3 .20  E-03 4 .408 -02
2.5 2 ,85E+04 1.88E-01 9 .69  E-03 8 .20  E -03 4.30  E-02
5 3 .08E+04 4.03E-01 2.108-02 1 .628-02 4 .00  E-02
10 3 .26E+04 8.62E-01 4 .468 -02 3.18E-02 3 .70  E-02
20 3 .94E+04 2.074 1 .08E-01 5.91E-02 2 .90  E-02

1 1.91  E+04 5.00E-02 2 .61E-03 3 .51E-03 7 .108 -02
2.5 2 .01E+04 1.33E-01 6 .92E-03 8 - 9 1 E - O 3 6.70  E-02
' 5

2.24E+04 2  9 4 E - O l 1.53E-02 1 .76E-02 6 .00  E -02
10 2.27E+04 6.92E-01 3 .08  E -02 3  - 5 3  E - O 2 5.00  E-02
20 3 .81E+04 2.001 1 .04E-01 6 .00E-02 3 .00  E -02



Tableau A10 : Accumulation du Cu6{l par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) non modifiées

MEMBRANE EXTERNE Fraction non modifiée

PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifié

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction non modifié

ppm D.O. absorpt'on
atomique

Cu 63 libre
pmoles/l

Cu 63 libre
pmoles/52m1

r Cu 63 fixé
pmoles/mg

rlc (l/mg)

1 1.00E-02 9 .30  E-03 2 .50E-05 3 - O O E - O 4 ? 208-02

2,5 2 .008-02 4 .38  E-02 1  .10E-04 6 .80E-04 1  .60  E-02
5 7.008-02 2 .178 -01 5.60E-04 1 .00E.03 5 .00  E-03

10 2.288-01 7.628-01 2 .00E-03 t . 20E-03 2 .00  E -03
20 5.33E-01 1 .817 4.70E-03 1 .60E-03 9 .00  E-04

I 9.00  E-03 5  C O F - O 3 |  5 0 E - 0 5 3 .10E-04 5.208-02
2 .5 1 .208-02 1 .64E-02 4 .30E-05 7 .50E-04 4 .50  E-02
5 5.208-02 1 .54E-01 4 .00E-04 . 18E-03 7.60  E-03
10 1 .67E-01 5 .60E-01 1.46E-03 1 .74E-03 3 .1  0  E-03
20 5 .00E-01 1 .704 4 .43E-03 1 .87E-03 1 .10E-03

1 1.20Ê-02 1.648-02 4 .30E-05 2 .778 -04 1 .70Ê . -02
2.5 2 .50E-02 6  I  O E - O 2 1 .59E-04 6.31E-04 1  .03  E-02
5 4 .80  E -02 1.41E-01 3 .70E-04 1.21 E-03 8.60  E-03

10 1 .93E-01 6.42E+00 1.67E-03 1 .53E-03 2 .40  E-03
20 4.90E-01 1 .669 4 .34E-03 t - 9 6 E - O 3 1 .20  E-03



Tableau Al l : Accumulation du Cu63 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE Fraction modifiée

PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction modifiée

ppm D.O. absorption
atomique

Cu 63 libre
pmoles/l

Cu 63 libre
pmoles/52m1

r Cu 63 fixé
pmoles/mg

rlc (l/mg)

1 1 ,60E-02 3 .00  E-02 7 .80  E-05 2.428-04 L00E-03
2 .5 3 .208-02 8 .60  E-02 2.208-04 5 .70E-04 6 .60  E -03
5 8.40  E-02 2 .64  E-01 6 .90E-04 8 .90  E-04 3 .30  E-03

10 1.92E-01 6  _ 3 9  E - 0 1 1 .70E-03 t  - 50E-o3 1,20E-03
20 5 .13E-01 1 .748 4 .60E-03 1 .70E-03 5 .00  E-03

1 t  - 60E-o2 3 - O O  E - 0 2 7.80E-05 2.42F--04 8 - 1 0 E - O 3
2.5 2 .60E-02 6 .46  E-02 1 .70E-04 6 .20E-04 9 .60  E-03
5 1 .00E-01 3 .21E-01 8 .40E-04 7.408-04 2 .30  E-03

10 1 .80E-01 6 .00  E-01 1 .56E-03 1 .64E-03 1  .70  E-03
20 5 - O 9 E - O l 1 .735 4  - 5 0 E - O 3 - 8 0 E - 0 3 1.04E-03

1 2.008-02 4 .38E-02 1 .148-04 2 .06E-04 4 .70  E-03
2 -5 2 7f)8-fJ2 6 - 8 0 E - O 2 1 .778 -O4 â - t  3 E - O 4 5  0 0 F - o 3
5 9.40E-02 3 .00E-01 7 .80E-04 8 .00  E-04 2 .60  E-03
10 2 - 1 5 E - O 1 7 - l 8 E - O l |  - 8 7 E - O 3 - 3 3 E - O 3 . 9 0  E - O 3
20 5.21E-01 1 .776 4 .63E-03 1 .67E-03 9 .40  E-04



Tableau 412 z Accumulation du Zn65 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) non modifiées

MEMBRANE EXTERNE Fraction non modifiée

PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifiée

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction non modifiée

ppm D.O. absorption
atomique

Zn 65 libre
pmoles/l

Zn 65 libre
pmoles/52m1

r Zn 65 fixé
pmoles/mg

rlc (l/mg)

1 2 . A O E - O 2 t . o2E-o2 2.60E-05 2 .84  E -03 2.78  E-01
2 ,5 5 .10E-02 3 .33E-02 8 .84E-05 6 .82E-03 2 .05  E-01
5 2.308-02 1 .23E-01 3 .12E-04 1.22E-02 9 .92  E-02

10 5 - 1 0 E - O 2 4.20E-01 |  - o 9 E - O 3 2 . O 1 8 - O 2 4,80  E-02
20 1 .76E-01 1 .737 4 .52E-03 2.58E-02 9 .1  0  E-03

1 3.60  E-02 1 .99E-02 5 .20E-05 2 .58E-03 1 .30E-01
2 .5 7 .408 -02 5 .408 -02 r .408-04 6 - 3 0 E - 0 3 . 16E-O1
5 3.00  E-02 1 .98E-01 5 .20E-04 1 .01E-02 5 .10E-02
10 6.00  E-02 5 .14E-01 1 .34E-03 1 .768-02 3 .40  E -02
20 1.82E-01 1 .8 4 .68E-03 2.22E-02 8 .00  E-03

1 2.70E-03 1 .208-O2 3.10E-05 2 - 7 9 E - 0 3 2,33  E-01
2 .5 7 .30E-03 5 .40E-02 1 .40E-04 6 .30E-03 1  .17E-01
5 4.50E-03 3 .56E-01 9 .30E-04 9 .00E-03 1 .70E-O2

10 7.40E-03 6 .60E-01 1.728-03 1 .38E-02 2 .00  E-02
20 .548-O2 1 .505 3 .91E-03 2.198-02 1  ,50  E-02



Tableau A13 : Accumulation du Zn65 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE Fraction modifiée

PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée

MEMBRANE CYTOPLASMIOUE
Fraction modifiée

ppm D.O. absorptbn
atomique

Zn 65 libre
pmoles/l

Zn 65 libre
pmoles/52m1

r Zn 65 fixé
pmoles/mg

rlc (l/mg)

1 5 .60E-02 3 .80E-02 9 .90E-05 2 .10E-03 5 .53  E-02
2 .5 1 .60E-01 t . 30E-01 3.38E-04 4 .30E-03 3.32E+02
5 3.90E-02 2.92E--01 7 .59E-04 7.708-09 2 ,648-02

10 7 .80E-02 7 .04E-01 1 .83E-03 1.278-02 .80  E-02
20 1 .70E-01 1 .674 4.35E-03 1 .75E-02 1 .10E-02

1 6 .00E-02 4 .13E-02 1 .07E-04 2.03E-03 4 .928 -02

2,5 1.40E-01 1 .13E-01 2 .93E-04 4,77E-03 4.228-02
5 3 .60  E-02 2 .60E-01 6 .76E-04 8 .54E-03 3 .30  E-02

10 6 .70E-02 5 .87E-01 1 .53E-03 1.57E-02 2,708-02
20 1 .49E-01 1.453 3 .78E-03 2,328-02 1  .60  E-02

1 5 .00E-02 3.248-02 8 .40E-05 2 .26E-03 7 .00  E-02
2 .5 1 .56E-01 1.278-01 3 .30E-04 4 .40E-03 3 .50  E-02
5 3 .40E-02 ,  â, îE-O1 6.24F--04 I 0 6 E - O 3 3.10E-02

10 7.70E-02 6 .94E-01 t . 80E-03 1.30E-02 1  .80  E-02
20 1 .67E-01 1 .6422 4.278-03 1 .83E-02 1.20E-02
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IehlezuÂl0: Test statlstlque pour évaluer la
enlrs les térPins'sau + métal'
riens + métal'.

slgnificativité des différences observées
et dont les témoins'surnageants bacté-

conc€nlratlon
lnl t lale (umole/l l  ->

1
3 . 1  5

2 3
1 r â

4
25.2

5
5 0 . 4

6
l o n  7

X e -
V e -

Xs '
V s -

lXe-Xs l -  A

Tobs '

r@nse du test
seull de 1"/", T ;9,92

0 , 1  6 3
0 , 0 0 0 1

0 , 1  6 2
0 , 0 0 0 9

0 , 0 0 1

1 , 1

n.S

0 ,32
0 ,0012

o.324
0 ,0025

0 ,004

1 ,44

n.S

0 , 6 5 7
0 , 0 0 1 8

0 . 6 9
0 , 0 0 4 1

0 , 0 3 3

7 , 3 8

n.S

1 , 5 3
0 , 0 0  1

1 , 6 2 9
0 , 0 0 5 6

0 , 0 9 9

1 7 , 4

s

3 , 0 6
0 , 0 1 0 9

3 , 1 4 7
0 , 0 1 9

0 , 0 9 7

4 , 4 9

n.S

5 , 3  6 6
0 , 2 4 9

5 , 4 6 7
0 , 0 2  5 6

0 , 1 0 1

0 , 4

n.S

cadmium
Xe '
V g -

X s -
V s '

l X e - X s l - Â

Tobs -

réponse du test
seuf f de 1"/", T -9,92

0 , 3 2 5
0 , 0 1 0 6

0 , 2 3 1
0 , 0 0 0 2

0 , 0 9 4

8 . 8 7

n.S

0 , 6 1 9
0 , 0 1 3 8

0 , 5 0 7
0 , 0 0 0 5

0 , 1 1 2

8 , 1  I

nS

1 , 2 1
0,o27

1 , 0 1 2
0 , 0 0 3 2

0 , 1  9 8

7 , O 3

n.S

2 , 6 7 1
0 , 0 0 0 5

2 , 3 6 5
0 , 0 0 2 1

0 , 3 0 6

1 4 1  , 7

s

5 , 3 9 9
0 , 0 0 8 9

4,467
0 , 1 0 7

0 , 9 3 2

8 , 6 8

n.S

9 , 5  9 6
0 , 4  0 4

8 , 4 3 8
0 , 0 7 7

1 , 1 5 8

2 , 8 1

n.S

zlnc
Xeo
Ve '

Xs-
V 3 -

lXe-Xs | - A

T o b s -

r6ponse du test
seuff de 1e1", T -9,92

0 , 1  7 6
0 , 0 0 0 6

0 , 1  5
0 , 0 0 0 1

0 , 0 2 6

42.7

s

0 , 3 4
0 , 0 0 2 4

0 , 3 0 3
0 , 0 0 0 8

0 , 0 3 7

1 4 , 6

s

0 , 6 8 1
0 , 0 0 9 2

0 , 6 0 7
0 , 0 0 2 9

o,o74

7 ,67

nS

1 , 5 0 3
0 , 0 0 1 4

1 , 3 4 8
0 , 0 0 0 2

0 , 1  5 5

1 0 9 , 6

s

3 , 0 6 9
0 , 0 0 1 4

2 , 4 6 9
0 , 0 0 5 7

0 , 6

102,2

s

5 , 3  g 6
0 , 3  5 3

4,797
0 , 1  3 2

0 , 5  9 9

1 , 5 9

n.S

Xe, valeur moy€nne sur 2 répétltlons,meslrée dans le t6moln 'Eau' ,Ve sa varlance
Xs, valeur moyenne sur 2 répédûons,mesurée dans le témoln 'sumageant bactérlen' ,Vs 8a vadanoe

Tobs, vateur obselv6e sur l'échantlllon, et T,valeur théodque à 2 d.d.l. lue dam les tables
'S', dltlérencs A slgnlfrcatlve, respectlvement'n.S' A non slgnlflcatlve
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Tableau A20 : Vateurs d'extraction par NTA 2,5 ; 5,0 et 10,0.10-4 M pour tes trois
métaux Cu, @ et Zn aæumulés par Pseudomonas fluoresce,ns en culture
continue, contamin6 en phase de croissance.

Métal Paramètre mesuré Unité lvbyenne Ecart-type

culYre

2,5.104M

5,0.1G4M
extrait par NTA

10,0.10-4M

mg/g Ps.
pmole/mg Ps.

o/^

0 , 9 7
0 , 0 1 5

3 3

0 , 3 3
0 , 0 0 5
1 1  . 2

mg/g Ps.
pmole/mg Ps.

ol^

1  , 1 3
0 , 0 1 8
L O '

0 , 2 7
0 , 0 0 4

0 5

mg/g Ps.
pmoldmg Ps.

c/^

1 , 2 6
0 , 0 2
52.2

0 , 0 9
0 , 0 0 1

1 , 7

2,5.10-4M

résiduel pour NTA 5,0.10-4M

10,0.10-4M

mg/g Ps.

mg/g Ps.

mg/g Ps.

1 , 9 7

1 , 6 8

1 , 1 5

0 , 3 5

0 , 3 6

0 , 1  6

cadmlum

2,5.10-4M

5,0.1G4M
extrait par NTA

10,0.10-4M

mg/g Ps.
pmole/mg Ps.

o/^

4 , 8 3
0 , 0 4 3
82.3

1 , 4
0 , 0 1  3
2 3 . 9

mg/g Ps.
pmole/mg Ps.

lo

5 , 0 8
0 , 0 4 5
8 5 . 3

1 , 3 5
0 , 0 1  2
2 2 . 6

mg/g Ps.
pmole/mg Ps.

Io

3 , 9 5
0 , 0 3 5
7  8 . 4

0 , 5 6
0 , 0 0 5

1 1  1

2,5'10'4M

résiduel pour NTA 5,0.10.4M

10,0.10-4M

mg/g Ps.

mg/g Ps.

mg/g Ps.

1 , 0 4

0 , 8 7

1 , 0 9

0 , 2

0 , 1

0 , 3 1

zlnc

2,5.10.4M

5,0.1HM

10.0.10-4M

extralt par NTA

mg/g Ps.
pmoldmg Ps.

ol^

0 , 7  1
0 , 0 1 1
5 6 . 5

o ,23
0 ,004
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