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1. INTRODUCTION



L'accumulation des métaux par les cellules bactériennes est un phénomene largement re-
connu, dont les mécanismes sont relativement mal élucidés. o

Les enveloppes cellulaires, structures trés complexes, fronti¢res entre le milieu extra et
intracellulaire, jouent obligatoirement un r6le fondamental dans cette accumulation. Elles re-
présentent 2 la fois une zone de fixation et une barri¢re partielle 2 Ia pénétration des ions métal-
liques et leur capacité/comportement sont relativement mal connus.

Ainsi il est apparu nécessaire d'évaluer :

a) la capacité d'accumulation de métaux, cadmium, nickel, cuivre et zinc(Cd2*, Ni2*,
Cu?*, Zn?*) de trois structures isolées (membrane externe. peptidoglycane, membra-
ne cytoplasmique) a partir d'une bactérie ubiquiste environnementale Pseudomonas
fluorescens

b) les sites de fixation de ces métaux
¢) la fraction d'ions métalliques maximale extractible 3 partir de bactéries et

d) la possibilité d'extraction des métaux fixés & une biomasse bactérienne (boues activées
d'une station d'épuration d'eaux usées urbaines).

L'analyse bibliographique (Chapitre 2) de ce document présente la classification, l'origi-
ne, la forme et la distribution dans I'environnement des quatre métaux utilis€s dans ce tra-vail ;
les structures bactériennes mises en cause dans 1'accumulation des métaux et leur isolement ;
les mécanismes connus d'accumulation et leur expression mathématique ; enfin les techniques
d'extraction des métaux fixés aux biomasses.

La phase expérimentale proprement dite (Chapitre 3) s'articule au terme d'une présenta-
tion du matériel et méthodes utilisés, selon quatre volets :

- mise au point d'un protocole de séparation des enveloppes (membrane externe, pepti-
doglycane et membrane cytoplasmique) de Pseudomonas fluorescens utilisé comme modele

- accumulation de métaux (Cd?*, Ni2*, Cu?*, Zn2*) par chacune de ces structures et
expression des résultats selon le modele de Scatchard afin de classer les métaux et les structu-
res selon leur affinité relative



7 - mise en 'évidcnce par blocage chimique, du réle des groupements carboxyliques dans
cette fixation

- extraction par l'acide nitrilotriacétique (N.T.A.) des métaux (Cd2*, Cu2*, Zn?*), 2 par-
tir de biomasses contaminées en laboratoire aprés ou pendant croissance (Pseudomonas fluo-
rescens ) ou sur le terrain (boues activées des stations d'épuration de METZ et BORDEAUX).

Apres discussion des résultats (Chapitre 4), les conclusions (Chapitre 5) tentent de faire
ressortir le double rdle des enveloppes bactériennes, quasiment 2 part égale, de site de fixation
et de barriére a l'extraction du métal.



2. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE



L'analyse bibliographique a pour objet principal de présenter les métaux étudiés, cad-
mium, nickel, cuivre et zinc (Cd2*, Ni%*, Cu?*, Zn?*), leurs différentes classifications, leur
production et leur consommation, leur présence dans I'environnement (aquatique et boues de
stations d'épuration).

Le deuxi¢me volet de cette analyse concerne le matériel biologique utilisé et plus préci-
sément les structures impliquées dans la biosorption des métaux, leur isolement, (dans notre
cas les enveloppes bactériennes de Pseudomonas fluorescens ) 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 l'extraction des métaux par des
agents chimiques.

2.1. LES METAUX

Le cadmium, le nickel, le cuivre et le zinc (métaux bivalents appartenant 2 1a classe in-
termédiaire selon NIEBOER et RICHARDSON, 1980) ont &t retenus dans notre étude.

2.1.1. Place dans la classification des éléments métalliques et spéciation

A T'heure actuelle, trois classifications principales ont été établies pour évaluer les pro-
pri€tés physico-chimiques des métaux : MENDELEIEV, AHRLAND, et NIEBOER et RI-
CHARDSON.

La plus ancienne est celle d¢ MENDELEIEV. 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-
cepter des €lectrons d'une molécule ou d'un groupe donneur. Dans la classification périodique
des €léments, le cadmium et le zinc appartiennent au groupe IIB, le nickel au groupe Vil et le
cuivre au groupe IB. Pour le cadmium et le zinc toutes les couches &lectroniques sont satu-
rées, sauf la plus externe qui poss¢de seulement 2 électrons. Dans le cas du cuivre, cette cou-
che possede seulement un électron, et pour le nickel, les deux dernitres couches sont insatu-
rées avec respectivement 16 et 2 électrons. La forme stable du Cd, du Zn, et du Ni se caracté-
rise par une €lectrovalence de 2, le Cu, quant & lui, présente 2 formes stables d'électrovalence
let2,



Une deuxi¢me classification a été envisagée pour classer les métaux,  partir d'autres cri-
téres que la position dans le tableau théorique périodique des éléments. S

Ainsi le cadmium, le zinc, le nickel et le cuivre ont été souvent classés dans la catégorie
des "métaux lourds" ou encore dans celle des "métaux traces" sans avoir jamais défini préci-
sément ces termes. Par contre le travail de AHRLAND (1958) modifi€¢ par PEARSON (1963),
classe les éléments selon la dureté des ions métalliques. Le principe repose sur la capacité de
former des liaisons avec F~ ou OH" et autres anions oxygénés. Cette classification est plus in-
téressante parce qu'elle permet de présager de I'affinité des métaux pour les molécules biolo-
giques. Ainsi selon la classification des acides de LEWIS présentée par PEARSON (1963), le
cadmium se situe parmi les ions doux capables de former des liaisons trés fortes avec CN-,
RS-, SH-, RNH,, mais ne formant pas de liaisons avec F. Le Cu?*, Ni2*, Zn?* se situent
dans une classe intermédiaire.

Enfin la troisiéme classification, proche de la précédente, et la plus récente, est celle de
NIEBOER et RICHARDSON (1980). Le principe repose sur I'affinit€ du métal pour un type
de ligand. Ainsi sur la figure 1 les métaux sont répartis en trois classes A, B et intermédiaire.
Les métaux appartenant 2 la classe A se lient préférenﬁellement aux macromolécules et aux li-
gands qui possédent des atomes d'oxygene. En général, les ligands préférés de la classe A
sont : F-, 0%, OH-, H,0. La classe B comprend ceux qui ont une affinité pour I'azote et le
soufre. Les ligands préférés par les métaux de la classe B sont : H', I', R* (CH3, CH3CH,,
etc...), CN-, CO, $Z, RS". La classe intermédiaire dans laquelle le Cd?*, Ni%*, Cu?*, Zn2*
sont classés, correspond aux éléments qui ont une affinité a la fois pour I'oxygene et pour le
soufre et pour I'azote (Tableau 1). Les membres de la classe B et ceux de la classe intermédiai-
re sont comparables en charge et en taille et produisent les mémes complexes.

La différence entre les membres de la classe A et les membres de la classe intermédiaire a
été établie en utilisant la protéine concavaline A, laquelle présente deux sites de fixation S1 et
S2;laclasse A se fixe au site S2 tandis que les membres de 1a classe intermédiaire se fixent au

site S1.

La différence entre la classe B et la classe intermédiaire est moins évidente, mais elle a
été établie en utilisant le D-pénicillaminate, chélateur possédant plusieurs sites actifs (S°, NH,,
o). ‘
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Figure 1: Classification des ions métalliques en trois classes, selon leur indice ionique et

l'indice de covalence ; d'aprés NIEBOER et RICHARDSON (1980).



Tableau 1 : Affinité des différents types de ligands susceptibles de se retrouver dans les systémes

 biologiques (d'aprés NIEBOER et RICHARDSON, 1980).

Ligands Ligands Ligands
préférentiels préférentiels préférentiels
des métaux des métaux des métaux
‘de la classe A intermédiaires de la classe B

E 0 LOH .H,0
Co2" 507" ROSO3 NO;

I-IPO4_, -0 -bf’_- O-etc.

0)

0
ROH,RCO",-C- ROR

Gl Br N3 NO;
SO2"NH; N, ,RNH, ~

R,NHR,N, =N-,-CO-N

0,,0; 05"

N-R

H IR CN-
CO,S* RS™R,S.R,As
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Tableau2: Sites de fixation des métaux dans les protéines (d'aprés NIEBOER
et RICHARDSON, 1980).

Groupements fonctionnels ayant de l'affinité] Groupements fonctionnels
pour les métaux de la classe A ayant de l'affinité pour
les métaux de la classe B
0]
"
Carboxyle R-C-O0™ thiol -SH
o o
] n
Carbonyle R-C-OR R-NH-C-R disulfure -S-S-
I
Alcool R-C-OH thioether -SR
I
Phosphate R- OP0§_ amine -NH,,
0]
) ]
Phosphodiester R - O -P - OR hétérocycles azotés :
|
o~ imidazole, bases nucléotidiques
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Les sels de cadmium sont trés solubles dans 1'eau, en particulier le chlorure (1400 g/1 2
20°C), le nitrate (1090 g/1 3 0°C) et le sulfate (755 g/l 2 0°C). Par contre, les hydroxydes et les
carbonates sont insolubles ce qui entraine une précipitation du cadmium lors d'une €lévation
de pH (BOURG, 1984 ; L'AF.E.E., 1978). Avec l'anhydride sulfureux ou le sulfure de so-
dium, le cadmium précipite pour donner un sulfate de cadmium insoluble, jaune, ce qui en fait
un représentant des métaux dits "lourds".

Le cadmium présente également des propriétés catalytiques, ses dérivés agissant comme
catalases et peroxydases dans un certain nombre de réactions biologiques, telle la polymérisa-
tion des oléfines.

b) Le nickel

Le nickel (Ni) est un élément de numéro atomique 28 et de masse atomique 58,71. Le
produit naturel est formé de 5 isotopes stables d'abondance en pourcentage variable.

Le nickel est connu depuis des siécles & 1'état d'alliage, notamment avec le "packfung”
chinois (50,66% Cu ; 13,18% Ni ; le reste étant constitué de zinc ou d'étain). Ce métal diva-
lent est gris-blanc et peut prendre un beau poli. Le nickel est malléable, mais cassant quand il
contient du soufre. Le point de fusion le plus probable est 1455°C (pour un nickel 2 99,84%).
Le point d'ébullition est 2430°C (sous 30 mm Hg) et 3075°C sous 760 mm Hg.

Le nickel présente surtout les valences 2 et 3, trés rarement les valences 1 et 4. A coté de
ses sels habituels il entre dans la constitution de nombreux complexes (on en connait plus de
3000) comme I'hydrure NiH, et le nickel-carbonyle Ni (CO),. Le nickel est remarquable a
cause de ses propriétés catalytiques et notamment 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 hydraté. Sous cette valence, le nickel se rapproche beaucoup du
cobalt, du fer, du zinc, du manganese et du cuivre divalents. Les sels simples sont verts et
présentent dans 1'eau une bande d'absorption dans l'ultraviolet vers 390 nm et une autre bande
dans le rouge vers 680 nm. Parmi les sels les plus importants on peut citer 'oxyde salin
Ni;Oy, le chlorure vert NiCl, . 6H,0, et le sulfure NiS.

L'acide chlorhydrique, l'acide sulfurique, I'acide nitrique étendu, l'acide phosphorique,
l'eau régale, l'acide chromique, les solutions d'alu-ferrique attaquent plus ou moins vite le ni-
ckel (AUGER ¢t al., 1970).
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¢) Le cuivre

Le cuivre (Cu) est 'élément chimique de numéro atomique 29, de masse atomique
63,54 et de volume atomique 7,12 cm?. 11 a deux isotopes : $3Cu, 5Cu. Sa valence peut étre
de 1 ou 2.

Le cuivre est I'un des métaux le plus anciennement connu. Cette antériorité du cuivre,
malgré la rareté relative de ses minerais, est due 2 I'existence de cuivre natif & la surface du sol
et A 1a relative facilité de réduction du métal A partir de ses minerais oxydés ou sulfurés.

La masse volumique du cuivre est 8,94 g/cm? 2 20°C, sa chaleur massique 0,092
kcal/kg de 0 2 100°C, sa température de fusion 1083°C, sa température d'ébullition 2310 2
2325°C sous 760 mm Hg et sa conductibilité thermique 335 Kcal.m/mz.h.°C.

Le cuivre est caractérisé par une faible réactivité chimique. Son potentiel normal d'oxy-
dation Cu — Cu?* est de 0,340 £ 0,001 V 2 25°C. La chaleur d'oxydation du cuivre en Cu,0
est de 38,5 cal/mole (606 cal/g de cuivre). Les principaux états d'oxydation du cuivre dans ses
composés sont +1 et +2.

1l se combine facilement avec les halogénes. Il révéle une affinité particuli¢re pour le
soufre et pour le s€lénium. Il ne réagit pas avec l'azote, méme 2 haute température. Il ne se
combine pas directement avec le carbone mais peut remplacer I'hydrogéne dans l'acétyléne
pour donner de 1'acétylure cuivreux Cu,C, ou cuivrique CuC.

Moins électropositif que 1'hydrogene, le cuivre est dissous uniquement par les acides
oxydants comme les acides nitriques et sulfuriques, avec la formation de sels cuivriques.

Les composés cuivreux (Cu*) sont incolores et tous insolubles dans l'eau. Toutefois,
quelques-uns peuvent étre portés en solution & I'état de complexes. Les composés cuivriques
(Cu?*) dérivés des acides forts sont solubles dans l'eau et completement dissociés dans les so-
lutions diluées. L'ion Cu?* hydraté est coloré en bleu et cette coloration est également présente
dans la plupart des sels cuivriques hydratés.

Le chlomre cuivrique CuCl, s'obtient en dissolvant I'oxyde ou le carbonate dans l'acide
chlorhydrique ; le sel anhydre est jaune, le sel hydraté bleu, la solution concentrée verte.
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Le cuivre peut se combiner pour former des composés type : CuSQy, CuyO,, CuCO;
Cu (OH), = I'azurite, le chryrocolle CuSiO3.2H,0, la malachite CuCO3.Cu (OH),, la bornite
CusFeS, ... (AUGER ¢t al., 1970).

d) Le zinc

Le zinc (Zn) est un métal blanc bleudtre de densité 7,14, de numéro atomique 30, de
masse atomique 65,38, de masse volumique 7133 Kg/m-3 4 25°C. Sa température de fusion
est de 419,5°C et sa température d'ébullition 907°C. Il posseéde 5 isotopes stables, d'abondan-
ce en pourcentage variable.

Le zinc en solution, ainsi que ses composés, se trouvent toujours 2 I'état d'oxydation
+2. En solution aqueuse, le zinc a tendance 2 former des complexes covalents avec les molé-
cules d'eau pour donner des ions tétrahydratés. Lorsque la solution devient basique, I'hydro-
xyde de zinc Zn(OH), précipite. En solution fortement basique, ce composé se dissout en
donnant I'ion zincate qui peut exister sous les formes ZnO,™ ou H ZnO,". Dans certaines
combinaisons chimiques comme le sulfure, le séléniure, le tellure et 1'oxyde, la plupart des
liaisons formées sont covalentes.

Le zinc se combine avec différents éléments dont principalément :

- les halogénes (chlorure, bromure, iodure trés solubles dans 1'eau, fluorure insoluble
dans l'eau)

- l'oxygene (oxyde, hydroxyde, peroxyde)

- le soufre (sulfure, sulfate)

- le phosphore (orthophosphate)

- le carbone (carbonate trés répandu dans la nature sous forme de calamine et
smithsonite)

- le silicium (orthosilicate).

L'ion zinc forme également un grand nombre de complexes avec les composés organi-
ques. Il présente un caractére nettement amphotére.

En milieu non oxydant, les acides attaquent le zinc 2 une vitesse qui dépend de 1a pureté
du zinc, mais I'acide nitrique attaque le zinc quelle que soit sa pureté (AUGER gt al., 1970).
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2.1.2. Production et consommation

a) Cadmium

La production du cadmium est liée 2 celle du zinc (95%), et un peu moins 2 celle du
plomb et du cuivre (5%). Pour une tonne de zinc produite, on obtient 3,4 kg de cadmium. La
quantité de cadmium produite a considérablement augment€ au cours du XXe siecle, et il en
résulte que les métallurgies du zinc, du plomb et du cuivre produisent, 2 elles seules, tout le
cadmium utilis¢ industriellement dans le monde.

La récupération du cadmium, comme sous-produit de ces métallurgies, était, dans le
passé, moins soignée que de nos jours a cause des importantes demandes du marché et de son
prix (environ 12 fois celui du zinc). Les principales utilisations du cadmium sont : le cadmia-
ge, la fabrication de colorants, de piles (Cd-Ni), de plastiques et d'alliages.

Les fumées et les poussiéres qui proviennent du grillage et du frittage des concentrés,
ainsi que des opérations de réduction, contiennent en plus des teneurs assez importantes de
cadmium, du plomb, du zinc, de I'arsenic ainsi que d'autres €léments. Ces matériaux sont
oxydés et lessivés avec des solutions acides dans lesquelles le cadmium est précipité, puis raf-
finé en le refondant avec la soude caustique pour éliminer le zinc et les autres impuretés encore
présentes.

Dans les procédés électrolytiques d'extraction du zinc, de ses minerais, le cadmium pré-
sent est récupéré, dans la phase de purification de solutions a €lectrolyser, par cémentation
avec de la poussiére de zinc. Le produit obtenu dissous est €lectrolysé dans des bacs munis de
cathodes d'aluminium et d'anodes insolubles en plomb contenant 1% d'argent. Le cadmium
déposé 2 1a cathode, ainsi obtenu, est & nouveau fondu, et le métal résultant a une pureté de
99,95%.

Les projections faites & partir de divers indicateurs économiques (BEAUJEU-
GARNIER ¢t al., 1988 ; CHALMIN et GOMBEAUD, 1988) montrent que la demande globa-
le de cadmium sera peu modifiée dans le futur, mais que les utilisations, par contre, vont
changer. Les secteurs capables d'accroitre leurs besoins en cadmium sont en particulier la fa-
brication de batteries (cadmium-nickel) et de pigments (HISCOCK, 1983). D'autres utilisa-
tions, encore peu importantes, seront liées au développement des nouvelles sources d'énergie,
comme par exemple le sulfure de cadmium qui entre dans la composition de cellules photovol -
taiques et des barres de cadmium (métal) utilisées dans le contrdle des réacteurs nucléaires par
suite de leur grande capacité d'absorption des neutrons.
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Les pays les plus industrialisés produisent a 'heure actuelle 12 a 15000 tonnes de cad-

" mium par an, mais les besoins mondiaux de cadmium métal ont déja augmenté de 30% en

1986. En 1987 la consommation a été estimée 3 16000 tonnes contre une production mondiale
de I'ordre de 15000 tonnes.

Alors que les principaux centres de production de cadmium recouvrent les zones ou le
zinc est extrait et fondu, le cadmium est essentiellement utilis€ dans les pays industrialisés.
Ses principaux utilisateurs sont les Etats Unis, la Belgique, 1a R.F.A,, le Japon, le Royaume
Uni et la France. Ces pays représentent plus de 80% de la consommation du monde occiden-
tal.

En France 1a consommation de cadmium a suivi un courant de progression trés impor-
tant, surtout dans les usages pour les accumulateurs avec une nette augmentation dans la con-
sommation mais un affaiblissement dans la production.

b) Nickel

Dans la métallurgie, le choix du procédé d'extraction du nickel est principalement déter-
miné par la nature du minerai de départ. On peut avoir & préparer de petites quantités de nickel,
notamment pour servir de catalyseur. Il est alors possible de dissocier au-dessus de 180°C du
nickel-carbonyle (c'est une phase de préparation industrielle). Le nickel-Raney est préparé en
fabriquant un alliage nickel-aluminium & poids égaux, puis en le pulvérisant et en l'attaquant
au-dessus de 100°C par une solution de soude a 30%. Quel que soit le mode de préparation, le
nickel est sensible & I'action de divers "poisons" : soufre, sélénium, tellure, arsenic, an-
timoine, bismuth, zinc, mercure, plomb, halogénes, ammoniac. Inversement, des oxydes
comme ThO,, Al,03, Cr,0;, améliorent I'activité catalytique du nickel ou permettent un d¢ -
clenchement rapide des réactions.

L'emploi du nickel comme 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 ferreux. Les alliages & base de nickel peuvent étre obtenus soit
par fusion (dans 'air, dans une atmosphgre de gaz inerte ou dans le vide) dans des fours, soit
selon le procédé plus récent de frittage.

Les alliages de nickel sont obtenus dans les formes normales des demi-produits et des
coulées et ils peuvent étre travaillés selon les procédés habituels.
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Que ce soit en matiére de production miniére, ou apres traitement des minerais, de pro-
duction de mattes de nickel et de ferronickel, les deux principaux pays producteurs sont le Ca-
nada et 1a Nouvelle-Calédonie. Les mattes et les ferronickels élaborés en Nouvelle-Calédonie
sont ,dans leur majorité, expédiés vers la France qui ne dispose sur son territoire métropolitain
d'éucune ressource en minerais de nickel ; les mattes de Nouvelle-Calédonie contiennent plus
de 75% de nickel.

61% de la production de nickel sont destinés a la métallurgie ferreuse, dont 59% pour
les aciers inoxydables, réfractaires ou de construction ; la consommation reste toujours con-
centrée dans les grands pays industrialisés qui représentent plus de 90% de la consommation
totale. Le nickel métal est utilisé dans la production d'aciers, de fontes alliées, de demi-
produits en métaux non ferreux, dans la galvanoplastie et dans la production de flans monétai-
res.

L'année 1987 a connu la plus forte progression du prix du nickel. La demande en pro-
venance des aciers spéciaux inoxydables représente 55% des débouchés du nickel. En 1987,
on estime que la production d'aciers spéciaux du monde occidental aura atteint 8,95% millions
de tonnes ; la production d'aciers spéciaux a augmenté de 3% 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 a 610 000 tonnes.

Dans ces conditions, tout au long de l'année, I'écart entre la demande et 1la production
n'a cessé de croitre. Alors que les excédents avaient atteint 15 000 tonnes en 1986, le déficit
était estimé a 40 000 tonnes pour 'année 1987.

c) Le ¢uivre

Généralement, l'extraction du cuivre se fait 2 partir de minerais sulfurés, 50% a partir de
1a chalcocite et 25% environ 2 partir de la chalcopyrite. Le minerai concentré contenant 15 3
30% de cuivre est quelquefois grill€ afin d'€liminer une partie du soufre et de certains €l¢€-
ments contaminants tels que l'arsenic, I'antimoine ou le bismuth. Dans la métallurgie du cui-
vre existe une série de réactions : fusion pour matte, transformation de la matte, affinage ther-
mique, affinage €lectrolytique, pour obtenir finalement des formes sous lesquelles le cuivre est
commercialisé.

Les différentes qualités commerciales de cuivre se distinguent essentiellement par leurs
teneurs résiduelles en oxygéne et en phosphore qui déterminent leurs possibilités d'emploi et
de mise en oeuvre. Ce sont par exemple les : cuivres raffinés contenant de I'oxygeéne, surtout
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utilisés en électrotechnique et mécanique, les cuivres affinés dégxydés au phosphore ; cette
forme se prétant particuliérement bien aux opérations de matrigage, d'emboutissage, de sou-

dage ou en mécanique pour les applications ne nécessitant pas une conductivité €lectrique tres
élevée : les cuivres raffinés exempts d'oxygene, cuivres faiblement alliés, cuivres alliés : lai -
tons avec du zinc, bronzes avec de 1'étain, cupro-aluminiums, cupro-nickels...

La consommation mondiale de cuivre, en hausse de 4%, a atteint 8,6 Mt. La production
n'ayant augmenté que de 0,3%, elle entraine une diminution dans les stocks. 1987 a été, pour
le cuivre, la quatriéme année consécutive de déficit (d'environ 90 000 tonnes). En moyenne de
1964 i 1973, le rythme annuel de progression de la demande a atteint dans les pays industria-
lisés 9,9% ; aux Etats Unis et dans les nouveaux pays industrialisés 1'augmentation fut encore
plus forte : 16,9%.

d) Le zinc

Le zinc est un métal couramment répandu sur le globe. Il se trouve pratiquement tou-
jours au niveau des gisements de plomb. Les principaux minerais de zinc sont la blende, la
spharilite (sulfures) et 1a calamine. La teneur moyenne en zinc de la lithosphere est de 1 ppm
environ.

Le znc est utilisé dans la production de demi-produits : zinc laminé, feuilles, ban-
des de fils ; pour la galvanisation dans 1'industrie automobile dans la protection contre la cor-
rosion ; dans la production des alliages de fonderie ; dans la production de produits chimiques
et divers.

Au cours de 1987, la demande mondiale de métal a augmenté de 100 Kt, pour s'établir 2
5 Mt, contre 4,92 Mt en 1986. La production a suivi ce mouvement, puisqu'elle est estimée a
5,2 Mt en 1987. Par contre la consommation de zinc de premiere fusion sur le marché frangais
a été inférieure de 13 031 tonnes en 1987 par rapport 3 1986, soit une réduction de 5%.

2.1.3. Concentrations des métaux trouvés dans l'eau ou les écosvste-
mes_aquatiques .

La présence des métaux dans les écosystémes aquatiques est liée & des phénomenes na-
turels et/ou anthropiques.
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En effet la contamination des eaux continentales superficielles résulte de la pollution di-
recte des cours d'eau (fejets industriels), mais aussi des précipitaﬁans et des retombées résul-
tant de la contamination atmosphérique, et des ruissellements des eaux sur les sols entrainant
les polluants accumulés en surface... De fait, toutes les émissions des métaux dans l'atmos-
phére se retrouvent 2 plus ou moins long terme, pour une certaine part, dans les eaux.

L'estimation quantitative objective de la contamination des eaux par les métaux est trés
difficile comparativement 2 une approche qualitative, car la répartition des métaux dans l'envi-
ronnement est extrémement hétérogene, et de plus les chiffres rapportés dans la littérature
prennent rarement en compte les différents états ou/et formes physico-chimiques de ces €1€-
ments : formes dissoutes, formes non dissoutes finement dispersées ou colloides, formes non
dissoutes grossiérement dispersées ou particulaires, formes liées aux sédiments, formes fixées
par les organismes aquatiques.

Dans les eaux naturelles, ces formes dépendent du pH, de la nature et de la qualité des
matiéres en suspension, de la forme ionique (salinité), de I'espce chimique en jeu, de la tem-
pérature du milieu, et leur stabilité dépend du potentiel d'oxydoréduction environnant.

Ainsi, par exemple, le cuivre est associé principalement 2 la matiére organique ou col-
loides organiques, avec les carbonates, cyanures, aminoacides, polypeptides et substances
humiques (STIFF, 1971). Le cadmium existe enti¢rement associé aux formes ioniques et le
zinc peut se trouver sous formes ioniques labiles ou sous formes stables inorganiques (FLO-
RENCE, 1977).

Les différentes espéces métalliques présentes dans l'eau en fonction des conditions
physico-chimiques du milieu sont rapportées dans le tableau 3. Au cours des années, I'étude
des espces métalliques a mieux pris en compte le rble joué par les facteurs de l'environne-
ment. Ainsi I'évolution des données présentées dans le tableau 3 laisse voir que les auteurs,
de ZIRINO et YAMAMOTO (1972) a MOUVET et BOURG (1983), se sont intéressés cha-
que fois & des variables plus nombreuses et complexes pour approcher d'une maniére plus fi-
dele le probléme de la spéciation des métaux. Toutefois, pour la plupart des métaux, les for-
mes adsorbées prédominent d&s qu'il y a présence de matiére en suspension.

En ce qui conceme la salinité, HAHNE et KROONTIJE (1973) montrent le role des ions
CI sur les métaux (les complexes CdCI* se forment  partir d'une concentration de 103Men
CI" et pour le zinc de 10-2M). ZIRINO et YAMAMOTO (1972) ont €largi cette recherche en
étudiant la spéciation des métaux dans l'eau de mer vis-2-vis des anions (CI', S04+, HCO4',
CO,%, OH) ; le Cd?* réagissant préférentiellement avec CI, le Cu* et le Zn?* avec OHret
Cr.



Tablean 3 : Exemple des études de spéciation chimique des métaux dans l'eau.

Auteurs et Pourcentages des especes meétalliques
conditions
physico-chimiques Cd Ni Cu Zn
— ZIRINO et YAMAMOTO, |CdCl, =51 CuCl, =025 ZnCl, =38
1972 CdsOg =0,5 CuSO4 =6 ZnSO4 =10
dans l'eau de mer CdClz =6 CuOH' =2,5 Zn(OH),=1
CngO§=O,2 - CuHCO§=7 ZnHCO5=3,2
pH=7,0 Cdg:l =39 CuCl* " =4,5 ZnCl =19
Cd =2,5 CU(OH)2=20 ZnClg =15
25°C Cd(CQy =0,1 CuCO5 =30 ZnCO5 =1,7 .
Cu2t ™ =30 7ZnCla =34 ; Zn?2=51
MANTOURA etal 1978 |Cd>’ =~ =90
CdOH =4 - - -
dans l'eau douce Cd-humus =3
MOUVET et BOURG, Ni2* =15 cu2t =03 Zn2% =117
1983 Ni(OH)* =0,1 CuOH* =0,1 Zn(OH)*=0,1
NiCO; =8,8 CuOH,y =6,4 ZnCO3 =2,7
dans l'eau de 1a MEUSE NiHCO5=6,4 CuCO3 =44 ZnHCO4=1,2
NiSO4 =0,8 CuHCO,;=87 ZnSO4 =0,6
pH=78 T=45°C
Ni-adsor. = 65 Cu-adsor. = 87 Zn-adsor. =79
Force ionique = 0,005
matitres en suspension 60mg/1 -
acides humiques = 5,35uM
HCOg3= 1,88mM
Cl =082mM
S04 =0,500mM
Na =0,61mM
Ca =1,05mM
Mg =0,247mM

61
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A partir des études de SUNDA et al. (1978) et ENGEL et FOWLER (1979), la relation
entre la salinité et la formation des complexes a été montrée, notamment dans la formation des
chlorures (de Cd?*, Ni?*, Cu?*, Zn?*).

Le pH est un facteur physico-chimique important ainsi que la composition du milieu.
Ainsi la teneur en CO,2, SO,2, CI', PO, BO5" ou en substances organiques type : amino
acides, protéines, acides humiques et autres métabolites, modifient la forme chimique du métal
en solution (SIPOS et al,, 1979). D'autres auteurs ont étudié les mémes relations de comple -
xation avec des chélateurs type EDTA, NTA, DTPA et leur influence sur le comportement
chimique des métaux (RASPOR et al., 1977) ou la relation entre les cations métalliques et les
groupes fonctionnels COOH des composés aromatiques (STUMM et MORGAN, 1970).

Les exemples de mesures réalisées sur 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
concentrations en cadmium de 0,5 - 4 pg/l (Seine) et 1,5 - 6,5 pg/l (Rhin) ont été trouvées
dans I'eau contre des concentrations plus importantes trouvées dans les vases de ces mémes
fleuves 0,05 - 0,15 pg/g (Seine) et 5,6 - 83,3 pug/g (Rhin). De méme pour le zinc, COLLIN
(1976) rapporte que la concentration dans les vases de certaines riviéres alsaciennes et lorrai-
nes est au moins 20 fois plus importante que celle de 1'eau. Pour le cuivre et le nickel, la te-
neur naturelle dans les eaux courantes est faible (de 1'état de traces & 50 pg/l maximum). Par
contre, VERNET et al. (1978) ont étudié les teneurs de ces micropolluants minéraux dans les
sédiments de rivieres suisses, du Rhone frangais et de ses principaux affluents, trouvant ainsi
des concentrations de l'ordre de 25 pg/g et 50 pg/g pour le cuivre et le nickel respectivement.

Les méthodologies utilisées pour séparer les formes libres dans les eaux naturelles, ou
fixées, ont une importance considérable puisque chacune d'entre elles n'explore pas obligatoi-
rement et ne donne pas la méme information. Selon les auteurs, il est possible de distinguer
les formes décantables/non décantables, dialysables/non dialysables, etc...

La méthode de dialyse, étudiée principalement par HART et DAVIES (1977), BENES et
STEIMES (1974), a été employée pour estimer la répartition des métaux dans les eaux naturel-
les. Dans le tableau 4 cette répartition est établie en pourcentage de métal dialysable par rapport
a la quantité totale du métal.



Tableau 4 : Pourcentages de répartition de la fraction dialysable et non dialysable
de cadmium, cuivre, zinc (HART et DAVIES, 1977).

Echantillon Elément | Concentration totale|Concentration de métal % de métal

de métal en g/l dialysable g/l dialysable
Cddm 0,50 £ 0,07 0,42 + 0,01 84
) | Cu(II) 3,55 £0,14 1,47 +£0,12 414
YARRA river,1975 Zn(1D) 84 +20 17 *13 20,2
Cd(I) 0,30 + 0,005 0,24 +0,01 80
I Cu(I) 6,3 +0,23 1,5 +0,12 23,9
YARRA river, 1976 - Zn(1I) 71 + 2 14,8 +£0,2 20,8
Cd(ID) 0,35 +0,01 022 0,005 62,8
I Cu(I) 55 *0,35 3 +£0,2 54,5
DANDENOG creek, 1976 Zn(IT) 45 + 2 57 +0,14 12,6

12
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Parmi les trois métaux, le cadmium se retrouve en grande quantité dans la fraction dialy-
sable (environ 75%) suivi par le cuivre (45%) puis le zinc (17%). Malgré 1a différence d'ori-
gine de chacun des trois échantillons, la méme tendance de répartition est présentée pour les
trois métaux.

Un autre exemple de répartition est celle qui concerne la distribution des métaux (frac-
tions décantables et non décantables) dans les effluents arrivant 3 une station d'épuration (CO-
LIN et LE GUILLOU, 1980).

Tableau 5 : Pourcentages de répartition des métaux dans les différentes fractions d'effluents ;
moyennes (et valeurs limites entre parenthéses) (COLIN et LE GUILLOU, 1980).

Eléments Fractions %

Matiéres solides Matiéres solides

décantables colloidales Phase liquide
Cd(ll) 6 (0-15,3) 43 (0-80) 51 (10-100)
Ni(Il) 4,5 (0-12,7) 24 (0-93,6) 71 (50-100)
Cu(ll) 20 (1,5-56) 33,6 (0-58,5) 47,3 (6,6-85)
Zn(ll) 40,3 (12-96) 12,6 (0-54) 49 (3-85)

Comme le montre le tableau 5, les quatre métaux considérés se trouvent princi-
palement dans la phase liquide, puis sous forme de matitres colloidales et seule une petite
quantité existe sous forme décantable. Une étude plus approfondie sur la répartition de ces mé-
taux dans les effluents au cours du temps a été faite par ROBERT gt al, (1977) et OLIVIER et
COSGROVE (1974), montrant une variation au cours du temps des niveaux de concentration

mais peu de la répartition.

La preuve d'une contamination strictement anthropique des eaux environnemen-
tales par les métaux est relativement difficile 2 faire. En effet, les limites entre les niveaux de
contamination naturelle et anthropique (industrielles et domestiques) sont trés variables. De
rares tentatives ont €té faites pour essayer d'évaluer le niveau de contamination des eaux natu-
relles ; ainsi dans le tableau 6 quelques résultats sont présentés a ce sujet.

Les mesures ont été faites 2 partir des prélévements d'eaux superficielles ou lacs dans
des zones non exposées 2 des contaminations d'origine industrielle ou domestique. Toutes ces
contaminations d'origine naturelle sont au niveau de traces.



Tableau 6 : Concentrations en Cd(II), Zn(IT), Cu(Il) mesurées dans les eaux naturelles de

certaines rivitres et lacs par différents auteurs et exprimées en pig/l.

DURUM et al., VAN DER WEIJDEN

MATHIS COLLIN, |[WATER QUALITY

Eléments 1971 1973 et KEVERN, 1976 CRITERIA , 1976 |

1975 |
Cd(I) -1 - 10 1E-2 - 3 9E-1 - 1 0 - 2 -
Zn(II) 10 - 50 - - 15 - 20 -
Cu(Il) - - - - 50

€C
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Dans 1'eau de mer les concentrations en métaux sont généralement plus basses que celles
observées en eau douce (SIMPSON, 1981). o . R

PATEL ¢t al. (1985) ont fait une évaluation de la contamination par différents métaux
dans la zone de BOMBAY HARBOUR des années 1976-1980 ; BALLS (1985), dans les eaux
de la cote nord-ouest européenne ; LAUMOND et al. (1984) dans les eaux de la partie ouest de
la Méditerranée ; et COSTA et al. en 1988 dans la zone ctiere du Portugal. L'ensemble des
résultats est présenté dans le tableau 7. Ainsi les concentrations mesurées en pleine mer sont
généralement basses car la plupart du métal rejeté dans la mer se dépose sur les sédiments ma-
rins, et moins de 1% du total resterait en solution. Les régions les plus exposées sont €vi-
demment les estuaires et les baies trés enclavées et plus particulitrement des zones situées prés
des cotes.

Lorsqu'il y a contamination d'origine anthropique "évidente", les chiffres mesurés peu-
vent devenir tres élevés. En ce qui concerne les eaux usées, les métaux entrent dans ces eaux a
partir de sources variées, surtout domestiques et industrielles (LESTER, 1983). Quelques
exemples ont été donnés par KLEIN et al. (1974) analysant les concentrations de Cu, Cr, Ni,
Zn, Cd, dans les eaux usées de diverses industries de la ville de New York (Tableau 8).

En général, toutes les industries nommées sont une source assez importante de contami-
nation des eaux usées, mais c'est le traitement des fourrures, tanneries et blanchisseries qui
les contamine en grande quantité.

Le chrome est 1'élément le plus retrouvé et le cadmium celui qui est apporté en moindre
quantité. De plus, il est important d'analyser les pourcentages de répartition des métaux ame-
nés par une contamination d'origine anthropique ou naturelle, arrivant dans les effluents bruts
3 I'entrée d'une station d'épuration od la distinction est faite, métal par métal, entre les diffé-
rentes sources d'apport et en distinguant les quantités totales et les quantités dissoutes (Ta-
bleau 9).



Tableau 7 : Concentrations en Cd (II), Cu (I) et Zn (II) trouvées dans différentes
zones maritimes de différentes mers et exprimées en pg/l.

Auteurs et Zone Cdn) Ni(II) Cu(l) | Zn(II)
années |
PATEL et al., Bombay 0,1 0,5 16 +10 27+10
1976-1980 Harbour
KREMLING et PETERSON, Mer 0,017 - 0,21 £ 0,07|0,40 £ 0,16
1981 Méditerranée + 0,007
BALLS et al ., Cote du Nord-Ouest| 0,01 -14 - 0,24 -1,9 -
1985 Européen
COSTA et al., Cote du - 0,3 0,9 1,5
1988 Portugal

Y4



Tableau 8 : Concentrations en Cu (II), Cr (III), Ni (II), Zn (II), et Cd (II) trouvées dans
les eaux usées des différentes industries de la ville de New York (KLEIN et al., 1974).

Nombre Nombre Concentrations moyennes mg/l

INDUSTRIES d'industries |d'échantillons] Cu(1I) Cr(III) Ni(II) Zn(II) Cd(I)
Traitement de viande _ teslt6é = 53 0,15 0,15 0,07 0,46 0,011
Traitement de graisse 4 16 0,22 0,21 0,28 3,89 0,006
Traitement de poisson 1 | 4 0,24 0,23 0,14 1,59 0,014
Boulangerie 3 8 0,15 0,33 0,43 0,28 0,002
Mélange d'aliments 4 16 0,35 0,15 0,11 1,11 0,006
Brasserie 2 43 0,41 0,06 0,04 0,47 0,005
Boissons douces 3 12 2,04 0,18 0,22 2,99 0,003
Glaces 1 3 2,7 0,05 0,11 0,78 0,031
Textiles-Colorants 22 65 0,37 0,82 0,25 0,5 0,63
Fourrure-Tannerie 6 v 28 7,04 20,14 0,74 1,73 0,115
Mélange chimique 10 2 06 | 0728 01 | 08 | 0027
Blanchisserie 4 14 1,7 1,22 0,1 1,75 0,134
Lavage de voitures 39 — 39 0,18 0,14 0,19 0,92 0,018

9¢
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Tableau 9 : Pourcentages deirtr‘,partiﬁon des métaux dans les effluents bruts arrivant  la station

d'épuration (AMMANN et al., 1979).
Eléments | (%) de la fraction Origine de la fraction dissoute (%)
métalliques | dissoute par rapport Effluents Effluents Eaux de
aux_métaux totaux industriels domestiques ruissellement
Cd 43,2 4 22 74
Cu 90,1 4 ; 18 78
Fe 1,4 5 11 84
Mn 31,3 ) 26 69
Pb | 50,4 5 21 75
Zn 18,8 5 70 25
Cr 22,1 11 12 77
Ni 61,9 25 22 53
Hg - 80 33 37

La répartition entre métaux dissous et métaux liés aux matidres en suspension est trés
dépendante de la nature des métaux. Mais dans la plupart des cas (exception faite du zinc), les
eaux de ruissellement 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 urbains bruts. L'utilité de ces valeurs s'avére en pratique limitée Jdu fait dc
l'étendue des fourchettes de concentrations indiquées, résultant notamment du raccordement
aux égouts urbains d'effluents d'activités industrielles ou artisanales. Il est bien nécessaire de
distinguer, comme le font PATTERSON et KODUKULA (1984), les stations traitant des ef-
fluents purement domestiques et celles qui admettent des rejets industriels.

En conclusion il est intéressant de comparer les fourchettes de concentration des ef-
fluents urbains 2 celles de différentes eaux superficielles et I'eau de mer (Tableau 10).



Tableau 10 : Concentrations en Cd (IT), Ni (II), Cu (IT),Zn (II) trouvées dans les eaux
superficielles, des mers et des effluents urbains (WILSON, 1976).

Eléments [Eau de mer| Fau de riviere en pg/l Effluents
pugl (@) (I) (I1) (I11) (IV) urbains pg/l (V)
Cd(II) 0,05 - 0,08 - - 2 -10
Ni(II) 2 0,3 0,2 -20 0,0 -7,1 0,3 30 -1600
Cu(Il) 3 S5 0,6 -400 | 0,83 -105 7 40 -660
Zn(II) S 10 0,2 -1000 0,215 20 230 -8940

(M RILEY et CHESTER (1971)
() BOWEN (1966)
(I DURUM et HAFFTY (1963)
(IV) TUREKIAN (1971)

(V) OLIVER et COSGROVE (1974)

8¢
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Eu égard 2 la trés forte variabilité des résultats obtenus (Tableau 10), il est de fait quasi

7£possible de différencier les milieux par leur niveau de contamination, mais il est évident que
1a contamination est plus importante dans un milieu plus proche de I'homme ; c'est le cas des

effluents urbains.

2.1.4. Métaux dans les boues de station d'épuration

Les traitements biologiques des eaux usées urbaines aménent a récupérer deux types de
"boue" :

a) Les boues de décantation primaire, qui correspondent aux particules des
eaux brutes récupérées dans le décanteur primaire.

b) Les boues de décantation secondaire, qui correspondent a la biomasse for-
mée dans le bassin d'aération et récupérées dans le décanteur secondaire.

Ces deux types de boues sont mélangées dans l'installation de traitement des boues,
pour donner ce qu'on appelle : des boues mixtes (Figure 2).

Dans certaines stations de petite capacité, 1'étape de décantation primaire est supprimée et
les effluents sont envoyés directement dans le bassin avec aération prolongée. La totalité des
boues est alors extraite d'un seul décanteur. Les boues représentent un mélange d'une phase
liquide et d'une phase solide entre lesquelles la répartition des métaux a été quelquefois
étudiée.

La composition des boues a été étudiée par LEVI-MINZI ¢t al, (1980) montrant ainsi la
complexité du mélange de matiére organique, et du méme coup, la multiplicité des interactions
métaux-matiére organique représentée par : les graisses, les cires, les huiles, les résines, les
polyoses hydrosolubles, I'hémicellulose, la cellulose, protéines acides résistantes, lignine-
humus.

En ce qui concerne plus particulitrement les boues digérées, d'autres auteurs se sont in-
téressés A la répartition des métaux dans ces boues et ont évalué les fractions dissoutes, par-
ticulaires et colloidales de ces métaux (GOULD et GENTELLI, 1975 ; LESTER ¢t al., 1983
; STERRIT et LESTER, 1985). Un exemple est donné dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Répartition des métaux d'une boue digérée anaérobie en fonction des fractions
granulométriques (GOULD et GENTELLI, 1975).

Elément Fraction Fraction Fraction
particulaire > 100um | colloidale (0,002 a 0,6) um|dissoute < 0,002 um

cd(ll) 90,4 14 (8,2)

cu(ll) 92,9 01 (6,9) 0,1

Ni(ll) 95 5 (5)

Zn(ll) 91,5 0,04 (8,4) 0,06

Il apparait nettement que les métaux sont liés majoritairement 2 la fraction granulométri-

~que la plus grossiére.

HAYES et THEIS (1976-1978), combinant les techniques de tamisage et d'€lutriation,
distinguent ces métaux liés 2 la fraction minérale insoluble, la fraction organique extracellulai-
re, et & la fin une fraction intracellulaire (Tableau 12).

Tg. bleau 12 : Pourcentages de répartition des métaux entre les phases solides minérales et les
phases organiques extra et intracellulaires (HAYES et THEIS, 1976).

Elément Total | %Solublel %Insolublj % Extracellulaire | %Intracellulaire
(mg/l)

Cr(Vvl) 63,2 0,1 16,6 0,2 75,8

Cr(lll) 76,5 0,1 31,5 0,15 69

Cu(il) 18,6 0,15 53 0,7 48,7

Ni(Il) 6,38 4,4 54,8 1,1 34,8

Ces résultats montrent la prédominance d'une localisation intracellulaire pour le chrome
et le cuivre, et d'un lien privilégié 2 1a fraction minérale pour le nickel, phénomene qui peut
étre 1ié directement 2 1a nature du métal.



Devant les concentrations de plus en plus importantes de métaux retrouvés dans l'envi-
ronnement (milieu aquatique et boues de stations d'épurations), de nombreux organismes na-
tionaux et internationaux ont instauré des normes de protection de I'environnement.

Actuellement, les concentrations maximales admissibles en Cd, Ni, Cu et Zn, au niveau
international, européen (CCE) et frangais (AFNOR) sont présentées dans le tableau 13 pour
l'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 pour
les contaminations des eaux que pour les boues de stations d'épuration ; le classement est le
suivant : Cd2* > Ni%* > Cu?* > Zn?*,

2.2 STRUCTURE DES ENVELOPPES BACTERIENNES

A quelques rares exceptions pres, toutes les bactéries sont entourées par une paroi ou
exosquelette dont 1'une des fonctions est le maintien de la forme de la bactérie dans un envi-
ronnement, généralement fortement hypotonique. Le role de la paroi est de protéger la cellule
contre le milieu environnant, ou contre la forte osmolarit€ du compartiment intracellulaire,
mais aussi de maintenir autour de la cellule un microenvironnement susceptible d'influencer un
environnement plus large, de délimiter un espace (espace périplasmique) capable de percevoir
les variations du milieu extérieur (BEVERIDGE, 1981 ; FERRIS et BEVERIDGE, 1985 ;
SALTON, 1987). La nature de cette paroi est spécifique aux bactéries et représente I'une des
différences fondamentales entre les procaryotes et les eucaryotes (STANIER, 1970).

Sous l'influence des paramétres environnementaux, l'activité et 'état physiologique de
1a cellule sont quelquefois altérés. Certaines modifications de la paroi ont ét€ décrites avec des
changements des éléments la compdsant ou du rapport entre ces éléments. Par exemple, chez
les bactéries gram négatives, la production des acides gras, des phospholipides et des
protéines-pigments peut étre modifiée par la simple addition de fer dans le milieu. De méme, la
diminution ou l'augmentation de la concentration en protéines enzymatiques ont été obser-
vées. Ces variations se traduisent parfois par un changement au niveau de la résistance cellu-
laire aux antibiotiques et autres toxiques (RANDLE egtal, 1969 ; OP DEN KAMP et



Tableau 13 : Concentrations maximales admissibles en Europe et en France en Cd (II), Cu (II), Zn (II).

Eaux de surface Effluents urbains Eau de boisson “Boues
Conseil des Communautés Ministére de au niveau Normes frangaises
Européennes, 1980 I'Environnement européen 1985
Elément | (KIRK et LESTER, 1984) francais, 1985 KIRK et LESTER, 1984
mg/l mg/l mg/l mg/kg matiére seche
Cd(II) 0,005 0,2 0,005 20
Ni(II) 0,05 S5 0,05 200
Cu(Il) 0,05 2 0,05 1000
Zn(II) 3 5 5 3000
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VAN DEENEN, 1969 ; MEYER ¢t al,, 1978-1979 ; HIRAMATSU et MASXI, 1980 ; YOS -
HIMURA et NIKAIDO, 1982).

La majorité de bactéries répond d'une fagon presque univoque 2 la coloration de gram
qui permet d'apprécier indirectement la structure et la composition chimique de la paroi (DA-
VIS et al,, 1983 ; BEVERIDGE et DAVIS, 1983).

Les structures bactériennes sont relativement bien connues aujourd'hui (pour les bacté-
ries gram négatives et gram positives) et le détail sur la composition et la relation entre les en-
veloppes a été élucidé 2 I'aide des analyses biochimiques et du microscope €lectronique. Clest
ainsi que quelques auteurs ont pu donner des détails précis sur la taille des enveloppes, l'espa-
ce les séparant, et définir exactement leurs composés chimiques (DE PETRIS, 1967 ; SAL-
TON, 1971).

Les enveloppes des bactéries gram négatives, observées entre autres en microscopie
électronique, présentent une organisation plus complexe que celle des bactéries gram positi-
ves.

2.2.1. Bactéries gram positives

La paroi des bactéries gram positives s'organise sous forme d'une seule couche épaisse
d'environ 25 nm de peptidoglycane (Figure 4), structurée ou non par des polyméres type : po-
lysaccharides, acides téichuroniques ou téichoiques et quelquefois protéines li¢es ou non par
covalence 2 ce peptidoglycane (BEVERIDGE, 1984 ; DOYLE ¢t al., 1973).

a) Le peptidoglycane chez les bactéries gram positives est un polymere qui re-
présente de 30-50% en poids sec de la paroi. Il est responsable du maintien de la forme, de la

rigidit§ et de 1a protection de la cellule. Chimiquement il est constitué (Figure 5) par une série
répétitive et linéaire des dimares (B 1-4-N- acétylglucosamines) reliés par des tétrapeptides
courts produisant des groupements muranyl carboxyliques (ROGERS gt al., 1980).

D'autres composés se trouvent liés directement au peptidoglycane des bactéries
gram positives :
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b) Les acides téichoiques (organisés perpendiculairement a la paroi, sont des po-
lyméres composés de ribitol phosphate ou glycérolphosphate, li€ aux groupements alcool des
résidus polyol) et les acides téichuroniques (formés par un groupe d'acides polysaccharidiques
qui chez certaines bactéries gram positives peuvent remplacer I'acide téichoique, particuliére-
ment quand les microorganismes sont cultivés en absence de phosphates). Ces acides téichu-
roniques sont constitués de proportions équimolaires de N- acétylgalactosamine et d'acide D-
glycuronique (ROGERS et al., 1980).

c) D'autres polymeéres sont associés a la paroi et présentent des régions hydro-
phobiques et hydrophiliques, d'ol leur nom d'amphiphiles comme par exemple I'acide lipotéi-
choique.

Une grande partie des bactéries gram positives posséde, au niveau de la paroi, des poly-
saccharides neutres, lesquels sont généralement des hétéropolyméres de 2 & 4 amino sucres
différents qui sont dans la plupart des cas utilisés comme marqueurs antigéniques.

Des protéines sont liées 2 la paroi. Certaines présentent une activité enzymatique (par
exemple les hydrolases). Généralement ces protéines sont du type T, R et M et elles sont en
plus faibles quantités que dans la paroi des gram négatives ; quelquefois ces protéines peuvent
étre excrétées A l'extérieur de la cellule. D'autres protéines (Pe) comme le montre la figure 4,
se trouvent 2 la surface, organisées en forme réguliére et ordonnée, 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, trés souvent composée de polyméres polysaccharidiques, mais aussi dans
certains cas polypeptidiques (SAVAGE et FLETCHER, 1985).
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'organisation de la paroi cellulaire chez les bactéries

gram positives (SAVAGE et FLETCHER, 1985).

Représentation schématique de 1

Figured:

lipides ; aLTAx : acides lipotéoichoiques excrétés

= protéines ; Pf : protéines fibrilaires

; Pg : protéines globulaires

; téichuronique et polysacchari-

'acide téichoique

= polymeéres secondaires comme 1

des
= base du flagelle composée de protéines

protéines de la membrane
phospholipides
glycolipides
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SUCRES
TETRAPEPTIDES

PONTS
PENTAGLYCINES

NAM = acide N-acétyl muramique
NAG = N-acétyl glucosamine

Figure 5 : Unité de base du peptidoglycane chez Staphylococcus aureus (d'apres STRYER,
1981).
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2.2.2. Bactéries gram négatives

Au moins 4 structures ou couches peuvent étre différenciées au niveau des enveloppes
des bactéries gram négatives (Figure 6), soit en se déplagant de I'extérieur vers l'intérieur de la
cellule.

a) Les exopolyméres

Les exopolymeres jouent un role considérable, plus particulitrement dans le processus
d'agrégation cellulaire sur un support (ROBINSON et al,, 1985 ; PRINGLE gt al., 1983)
et, pour ce qui nous intéresse, dans le phénomene d'accumulation des métaux (BROWN et
LESTER, 1982).

En général, ces polymeres sont des hexoses neutres, des polyols, des sucres aminés,
méthylés, des acides uroniques organisés en homopolysaccharides et hétéropolysaccharides,
le plus souvent situés et identifiés 2 la périphérie cellulaire (SUTHERLAND, 1985 ; UHLIN-
GER et WHITE, 1983).

Les exopolymeres les plus souvent identifiés sont des exopolysaccharides dont la pro-
duction par certaines populations bactériennes a été rapportée par plusieurs auteurs (DUGUID,
1948, 1951, DUGUID et WILKINSON, 1953 ; FUNAHARA et al., 1980 ; BOYLE et
READE, 1983). Les exopolysaccharides constituent la structure bactérienne la plus périphéri-
que. Toutefois leur présence n'est pas systématique, ils peuvent étre attachés aux cellules, li-
bres autour des cellules ou relargués simplement lors d'une mise en suspension (WILKIN-
SON, 1958). Leur présence dépend de plusieurs facteurs, comme la nature de la souche bacté-
rienne, I'état physiologique des bactéries, la composition du milieu et plus particuliérement le
rapport C/N (WILKINSON, 1958).

Leur présence protége les bactéries contre la phagocytose, l'attaque par les bactériopha-
ges, la dessication, Ils peuvent agir comme des exotoxines, ils aident 2 1a rétention et disper-
sion d'ions, ils conférent aux bactéries une certaine résistance vis-a-vis des toxiques (SEY-
FRIED et FRASER, 1980 ; RIDGWAY et OLSON, 1982).

Une forte production d'exopolysaccharides par une bactérie entraine la formation d'un
glycocalyx, anciennement appelé capsule (MOORHOUSE et al., 1977), délimitant une zone
périphérique fortement hydratée, ayant une épaisseur qui, quelquefois, atteint plus d'une di-
zaine de pm. Ils peuvent étre excrétés et diffusés dans le milieu par perte du site prot€ique de
fixation des polysaccharides 2 la paroi (SUTHERLAND, 1977) ou par rupture de la chaine
polysaccharide due 2 I'action des oxydants puissants comme I'ozone (DORE, 1984).
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Figure 6 : Représentation schématique de l'organisation de la paroi cellulaire chez les bactéries
gram négatives (SAVAGE et FLETCHER, 1985). ’

Mext = membrane externe ; PG = peptidoglycane ; MC = membrane cytoplasmique

Une couche plus ou moins épaisse d'exopolyméres, jduant le role d'une résine échangeuse
d'ions souvent appelée glycocallix composée de : .

G = polysaccharides extracellulaires ; LPS = lipopolysaccharides ; Pe = protéines extracellulai-
Tes :

Mext = une membrane externe asymétrique composée de :

PL = phospholipides ; LPS = lipopolysaccharides ; Pr = protéines ; Po = porines

B = flagelle

PG = peptidoglycane, structure rigide fortement associée 2 la face interne de la membrane ex-
terne, composée d'une couche linéaire de glycane ; de LP = lipoprotéines ; MP = protéines :
type M,F et peptides

P = I'espace périplasmique ou périplasme contenant des protéines (enzymes et chimiorécep-
teurs)

MC = une membrane interne ou membrane plasmique, bicouche asymétrique composée de Pl
= phospholipides ; Gl = glycolipides ; Pr = protéines
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b) La membrane externe

Comme le montre la figure 6, la membrane externe est la couche de la paroi la plus ex-
terne, et posséde une structure membranaire double. Elle est composée de 20 2 25% de phos-
pholipides (la plupart de ces phospholipides sont des phosphatidyl éthanolamine associés a
des petites quantités de phosphatidyl glycérol), de 30% de lipopolysaccharides et de 45 2 50%
de protéines (BEVERIDGE, 1981).

* Les lipopolysaccharides sont composés des trois régions li€es entre elles par covalen-
ce. Sur la figure 7, chaque région permet de déterminer respectivement le sérotype, I'espéce et
le genre. La premitre est un lipide hydrophobe (Lipide A), un centre polysaccharidique (su-
cres centraux), et une chaine polysaccharidique spécifique (antigéne type 0).

* Les lipides type A sont constitués de résidus de glucosamines phosphorylées qui for-
ment un di-oligosaccharide auquel est attaché un O-N acyl ester ; les autres composés du lipide
A sont 'éthanolamine ou le 4-aminoarabinose.

* Le centre polysaccharidique ou core est composé en particulier d'aldoheptose et de
2-céto-3- déoxyoctanate (K.D.O.) qui confeérent une charge négative a cette partie.

L'antigéne polysaccharidique -0 est constitué de polyméres de séquences répétitives de 2
3 4 unités monosaccharidiques avec généralement des hexoses, pentoses, déoxy-, didéoxyl-,
amino-, diamino sucres. Les bactéries qui ne possédent pas cet antigéne sont nommeées R et
celles qui le possédent S, pouvant ainsi &tre classées ou différenciées par des réactions sérolo-
giques.

Les protéines de 1a membrane externe contiennent plus de 20 peptides différents. Les
éspéces se différenciant seulement sur 4 3 6 d'entre eux (BEVERIDGE, 1981). Ces protéines
peuvent étre des protéines structurales liées ou non 2 des lipides, ou des porines et/ou des fi-
brines, (de masse moléculaire entre 33 000 et 38 000) lesquelles forment des canaux trans-
membranaires hydrophiles permettant la diffusion passive.

Ainsi comme le montre 1a figure 8, les lipoprotéines font entre autres le travail de liaison
entre la membrane externe et le peptidoglycane sous-jacent.

La conformation des protéines dans la membrane externe (Figure 8), bien étudiée chez
Escherichia coli, est différente de celle de 1a membrane cytoplasmique.
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Man-Ab

Rha

Gal
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Chaine de sucres variables selon
Man-Abe les souches bactériennes

Rha

Gal

Glc-GlcNAc

Sucres centraux
Gal

KDO — KDO —EtN_

GieN—{GieN|— ® — (@ Lipide A

Figure 7 : Représentation d'une molécule de lipopolysaccharide. La séquence de sucres est
celle de Salmonella typhimurium. Abréviations utilisées : Abe, abéquose ; EtN,
éthanolamine ; Gal, galactose ; GPc, glucose ; GpcN, glucosamine ; GPc NAc,
N-acétyl-glucosamine ; Hep, heptulose ; KDO, 2-céto, 3-déoxyoctonate ; Man,
mannose ; Rha, L-thamnose (d'aprés STRYER, 1981).
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Les porines qui confeérent & la membrane externe les propriétés d'une barriére de per-
méabilité, limitant le passage de certains sucres neutres et des oligopeptides dont la masse mo-
1éculaire est supérieur 2 700, permettent le passage des petites molécules de masse moléculaire
inférieur 3 600 comme le glucose, le saccharose et les acides aminés. Le passage de petites
molécules hydrophiles est assuré griice 2 la présence de ces porines (NAKAE et al., 1979).
D'autres protéines comme la OmpA mise en évidence chez E. coli, est une protéine transmem -
branaire qui, sans présenter toutes les propriétés d'une porine, facilite toutefois la perméabilité
aux acides aminés et A certains peptides. Les mutants défectifs en protéines OmpA présentent
une membrane externe instable n'autorisant pas la conjugaison. Cependant, ces quelques ob-
servations ne permettent pas encore clairement d'établir le role de cette protéine dans la mem-
brane externe (NIKAIDO et VAARA, 1985). Quelques rares enzymes ont été localisés au
niveau de la membrane externe d'Escherichia coli ; parmi celles-ci une phospholipase qui
interviendrait dans la libération de protéines bactériennes sécrétées comme les bactéricci-
nes, la colicine (CHAPON et al., 1984), et des protéases.

Des protéines réceptrices spécifiques de sucres simples, de cofacteurs nucléosides ou de
métaux traces comme le fer, ont pu étre détectées dans le cas ol ces molécules étaient en tres
faibles concentrations dans le milieu.
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proteine de transport

lipaproteine Phospholipide, Peplidoglycane

Figure 8 : Modgle schématique de la structure de la membrane externe d'Escherichia coli etde
Salmonella typhimurium (d'aprés VAARA et NIKAIDO, 1984, dans NIKAIDO et

VAARA, 1985).



c) Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est une structure rigide maintenant la forme de la cellule. Il représente
de 2-10% en poids sec de la paroi avec une épaisseur de 3 2 10 nm. Cette structure, similaire 3
celle des bactéries gram positives, est composée de sucres et de peptides comme l'indique son
nom. Cette macromolécule est constituée d'un réseau de polysaccharides en chaines linéaires
reli€s entre eux par de courtes unités peptidiques. Cette structure formant un filet extrémement
ramifié, dense et rigide, tout autour de la cellule, est capable a 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 structurale de 36 500 daltons en forme hexagonale située sur la partie supérieure du
peptidoglycane, l'autre est une lipoprotéine d'environ 7 000 daltons attachée par ses terminai-
sons carboxyliques (COOH) au résidu d'acide diaminopimelique du peptidoglycane.

d) L'espace périplasmique

Contrairement aux bactéries gram positives ol la membrane cytoplasmique est directe-
ment liée 2 la paroi, chez les bactéries gram négatives il existe un espace entre les deux mem-
branes.

L'espace périplasmique constitue un compartiment aqueux qui contient des protéines de
la face externe de la membrane cytoplasmique et de la membrane externe. Par définition, le
peptidoglycane se situe dans le périplasme. Dans des conditions normales I'espace périplasmi-
que représente de 20 2 40% du volume cellulaire total et autorise une série de fonctions extré-
mement importantes (SAVAGE et FLETCHER, 1985) :

il est en équilibre avec des molécules qui viennent de I'extérieur et qui ont
traversé la membrane externe ;

il est isoosmotique avec le cytoplasme cellulaire, ce qui entraine une pres-
sion dans I'ensemble peptidoglycane - membrane externe, constituant un réle de protection de
la paroi ;
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il contient un nombre d'enzymes hydrolytiques qui permettent le "traite-
ment" de certaines molécules nutritives provenant de l'extérieur et de substances d'excrétion
(BEVERIDGE, 1981 ; AARONSON, 1981) ;

il contient essentiellement des protéines intervenant dans la fixation et le
transport de sucres et d'acides aminés (HAMILTON, 1975) ainsi que quelques enzymes
comme la phosphatase alcaline. La présence de chimio récepteurs et d'enzymes dans l'espace
périplasmique constitue peut-&tre un avantage sélectif pour les bactéries gram négatives. -

e) La membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique est principalement constituée d'un mélange de protéines-
phospholipides ; les protéines repfésentent 50 2 70% du poids sec de la membrane. Quatre
types d'acides gras peuvent étre différenciés chez les bactéries : les chaines monoinsaturées
non ramifiées ; les chaines ramifiées ; les chaines saturées non ramifiées ; les chaines compor-
tant des cyclopropanes possédent de 15 & 19 atomes de carbone (ROGERS et al., 1980).

Les protéines dans la membrane sont de type protéines-intrinséques ou intégrales, pro-
fondément enchassées dans la bicouche lipidique et les protéines extrinséques ou périphériques
localisées 2 la surface de la membrane, fixées par des liaisons faibles, principalement ioniques,
faisant intervenir des cations divalents comme le magnésium (BADDILEY ¢t al., 1973).

D'autres protéines trouvées dans la membrane cellulaire sont les protéines enzymati-
ques, par exemple celles de la chaine respiratoire (HADDOCK et JONES, 1977), des enzymes
de biosynthese, des constituants de la paroi (SALTON, 1971), des enzymes de transport
(KABACK, 1972 ; HAMILTON, 1975), des A.T.P. ases (HAROLD et BAARDA, 1969 ;
SIMONI et POSTMA, 1975), des protéines structurales formant quelquefois des canaux ou
des pores au travers de la membrane (WILLIAMS, 1981).

Parmi les caractéristiques qui différencient la membrane externe de la membrane plasmi-
que, il faut souligner trois points majeurs :

i. Les protéines sont présentes en plus grande quantité dans la membrane ex-
terne que dans la membrane cytoplasmique.
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_ ii. Les phospholipides sont pratiquement exclusivement distribués 2 la surfa-
ce interne de la membrane alors que les lipopolysaccharides sont surtout présents 2 la surface
ex-terne. Seule I'extrémité lipidique du lipopolysaccharide ou lipide A constitue la partie inter-
ne de 1a bicouche lipidique ; la partie polysaccharide est orientée vers 'extérieur de la bactérie.

iii. Le lipopolysaccharide est un constituant spécifique de la membrane ex-
terne et, en tant que tel, il posséde des molécules qui servent de marqueurs spécifiques de cette
membrane comme le K.D.O. (CHOPRA et al,, 1977). -

A T'heure actuelle, le modele en mosaique fluide de SINGER et NICHOLSON (1972)
est le plus communément admis pour décrire la structure membranaire. Dans ce modele, essen-
tiellement basé sur des considérations thermodynamiques, 1'arrangement des phospholipides et
des protéines est tel que le systéme posséde une énergie minimale, les macromolécules n'étant
liées que par des liaisons faibles (type hydrophobes, Van der Waals, électrostatiques et liai-
sons hydrogénes).

2.2.3. Lyse cellulaire et séparation des enveloppes bactériennes

Plusieurs chercheurs ont essayé tout d'abord de lyser les bactéries puis d'isoler les en-
veloppes afin d'une part de connaitre leur composition, leur taille et leur fonctionnement,
d'autre part de les utiliser comme matériel biologique dans des études d'accumulation et de
transfert des molécules présentes dans 1'environnement. Pour cela plusieurs méthodes et tech-
niques ont été proposées, tout d'abord pour produire : (a) la lyse cellulaire au moyen d'une
méthode adéquate sans altérer l'intégrité des enveloppes, et ensuite pour obtenir (b) I'isole -
ment de ces structures. |

a) Lyse bactérienne

La lyse cellulaire peut étre obtenue en utilisant le lysozymé, les muramidases ou un mé-
lange lysozyme-verséne sur des bactéries gram négatives (REPASKE, 1958). D'autres auteurs
ont utilisé plus tard 'EDTA plus le lysozyme d'une part pour la formation de sphéroplastes, et
d'autre part pour l'obtention finale de la lyse bactérienne (OSBORN et MUNSON, 1974 ;
KABACK, 1968).

La lyse bactérienne a été souvent obtenue en utilisant des méthodes peu respectueuses
des structures, comme par exemple en agitant les suspensions bactériennes en présence de bil-
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les de verre, ou en les congelant et en les décongelant en présence de DNAse (WEIDEL gt al.,
1960) ou en les traitant par différentes concentrations de NaCl et en présence d'éthanol ou gly-
cérol (Mac LEOD et MATULA, 1962). Une lyse osmotique peut &tre obtenue aprés utilisation
d'enzymes et 'EDTA, par une mise en suspension des bactéries ainsi traitées dans de I'eau
distillée stérile 2 4°C (NEU et HEPPER, 1964, 1965). Cette méthode a ét€ reprise plus tard par
BIRDSELL et COSTA-ROBLES (1976) et FOX et al. (1970).

WEIDEL et al. (1963) et NANNINGA (1969) ont pu extraire des mucopolyméres com-
posant la paroi aprés utilisation de sodium dodécyl sulfate. BUCKMIRE et Mac LEOD (1965)
ont pu constater, aprés une lyse osmotique, la présence d'hexosamines attachées a la membra-
ne externe par une structure mal définie. La lyse osmotique a €té incluse plus tard dans des
schémas de fractionnement subcellulaires par MARTIN et Mac LEOD (1971) et OSBORN ¢t
al. (1972).

L'étude des enzymes et des composants intracellulaires a été le premier pas dans la re-
cherche de sous-structures bactériennes. Les outils qui ont permis cette recherche étaient tout
d'abord la lyse cellulaire obtenue par des méthodes trés performantes comme : la sonication
MARQUIS (1968), 1a pression avec la presse de FRENCH, ou le broyage cellulaire avec des
billes en verre, SALTON (1974) ; HUGHES et al. (1971).

Le choix de la méthode 2 utiliser pour rompre les cellules, avant de procéder au frac-
tionnement et 2 la séparation des enveloppes, est une étape décisive. En effet, 1a méthode de
rupture doit étre spécifique au type d'organisme, elle ne doit pas endommager les autres struc-
tures qui seront récupérées par la suite, elle doit &tre facile 2 utiliser (pas encombrante), et enfin
rapide pour éviter dans certains cas la contamination et I'action enzymatique intracellulaire.

b) Différentes techniques de séparation des enveloppes bactérienncs

Les enveloppes cellulaires d'une bactérie gram négative sont composées : d'une mem-
brane externe, d'une couche de peptidoglycane et d'une membrane cytoplasmique qu'il est
parfois utile de séparer.

SALTON et HORNE (1951) ont pu seulement observer des fractions de mem-
brane cytoplasmique et de paroi non contaminées avec le matériel cytoplasmique, cepen-
dant les premiers vrais essais de fractionnement des enveloppes bactériennes ont été faits aux
environs des années 1960 (ROGERS et al., 1980). Le fractionnement des structures subcellu -
laires est trés important pour 1'étude de leurs caractéristiques générales, pour la connaissance
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de l'arrangement interne de ces structures et leur interrelation. Aussi, dans I'étude des méca-
* nismes de transport cellulaire le fractionnement des cellules a posé et pose encore des proble-
mes particuliers, surtout dans le cas des enveloppes des bactéries gram négatives. En effet, il
est souvent trés difficile d'empécher la destruction d'une des enveloppes pour l'obtention
d'une autre, mais surtout d'obtenir les trois enveloppes en fractions complétement isolées et
pures 2 partir du méme matériel biologique initial. De toute fagon, méme avec les méthodes ac-
tuelles, il est impossible d'obtenir des fractions compleétement pures.

Historiquement, les premieres fractions ont été récupérées par centrifugation apres lyse
cellulaire pour étre ensuite analysées chimiquement et observées au microscope. SALTON et
FREE (1965) isolent les parois des bactéries gram positives tandis que THOMPSON et al.
(1970) ont pu obtenir des muréinoplastes (cellules sans membrane externe) en lavant les cellu-
les avec 0,5 M NaCl et 0,5 M de solution de sucrose. Apres cette date, des protoplastes ont été
préparés en utilisant du lysozyme plus EDTA entrainant la disparition d'hexosamines (€tablis-
sant ainsi la preuve de la présence du peptidoglycane) (COSTERTON ¢t al., 1967). Leur pro-
duction a été observée et contrdlée au microscope  contraste de phase (par 'arrondissement
des cellules en forme de batonnets). Dans cette technique, les ions divalents comme le Mg*?
empéchent la lyse cellulaire (RAYMAN et Mac LEOD, 1975) en stabilisant ces membranes
(BADDILEY et al,, 1973). |

D'autres marqueurs membranaires ont par la suite ét€ utilisés pour identifier ces structu-
res et leur degré de pureté. Ainsi pour la membrane cytoplasmique, OSBORN ¢t al. (1972) ont
dosé quelques enzymes type : oxydases, hydrolases et synthétases ; le K.D.O. faisant partie
des lipopolysaccharides sert de marqueur pour la membrane externe. KASAHARA et ANRA-
KU (1974a,b) ont utilisé la succinate déshydrogénase S.D.H. comme marqueur spécifique de
]a membrane cytoplasmique. D'une manitre générale, FORSBERG ¢t al. (1970a,b) ont dosé
les protéines et les hexosamines pour analyser la paroi et ses composants.

Les techniques les plus complites de séparation des éléments cellulaires font appel a des
méthodes de centrifugation :

i. Centrifugation zonale différentielle.
ii. Centrifugation en gradient de concentration de sucrose (SYKES,
1971)..

Des exemples de ces techniques et les résultats des dosagés des marqueurs sont présen-
tés dans le tableau 14, de FOX et al. (1970) 2 HOYLE et BEVERIDGE (1983). Bien que
d'une manitre générale les auteurs suivent les mémes protocoles de base, les techniques sont
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plus complexes d'année en année et les dosages des marqueurs sont par conséquent plus dé-

1'évolution de ces techniques et de I'hétérogénéité des unités dans l'expression des résultats.
Le K.D.O. est par exemple exprimé par certains auteurs en unités arbitraires difficiles a con-
vertir. D'un autre c6té la plupart des techniques jusqu'alors réalisées ont €té pensées pour ex-
traire spécifiquement une ou au maximum deux des trois enveloppes. Enfin la perte de matériel
membranaire lors de chaque séparation d'une part, et la contamination entre fractions pendant
les manipulations (phénomene inévitable) d'autre part, sont rarement présentées. Des con-
troles sévéres appréciant I'ampleur de la contamination devraient donc étre systématiquement
intégrés au plan de travail.



Tablean 14 : Résultats des poids

secs et des marqueus des enveloppes bactériennes de différentes méthodes

proposées.
Phoq:hme;H=Hexosaminu;SDH=Succhﬁ&déshydmgémse;KDO=2—céto—3-déoxyoamate;P.s.=poidssec.

SDH = 0 pg/mg de Pr
KDO = 0 pmol/mg PG

Pr=Protéines ; P = nd = non détecté
Mithode de Fraction obtenue
Auteurs fractionnement Esptce
utilisée Parol Membrane externe Peptidoglycane Membrane cytoplasmique
M. ext P.G. .C.
"'MIURX et MIZUSHIMA, Lysozyme + lyse osmotique FEscherichia coli K12 mg/g de cellule (Ps) 'mgJg de cellule (Ps)
1968 centrifugation en gradient de Pr=178 Pr=18,3
concentration de sucrose RNA = 0,58 RNA =0,82
| SDH = < 0,02 pmol/mg Pr SDH = 0,38 pumol/mg Pr
FOX ¢t al.,, 1970 [ 0,5M sucrose + centrifugation Escherichia coli K12 “Pr = 10% du total Pr=25% du wmlg
+ EDTA et lysozyme
centrifugation différentielle SDH = 2,17 mmol/mg prot SDH = 0,70 mmol/mg prot
+ DNAse + rupture par pression
— FORSBERG et al., 0,5M sucrose Alteromonas haloplanktis Ps = 7,9% du total Ps = 1,22%
1970 a, b 0,5M NaCl + centrifugation ' H =31,3% en poids sec du total
/ Lysozyme Pr=535%
DNAse + RNAse + centrifugations
MARTIN et MAC LEOD, 0.5M sucrose Alieromonas haloplanktis Ps = 10-20% du total
1971 Lysozyme RNA =0,6+0,1%
DNAse + RNAse DNA =0,140,01%
Presse de French + centrifugations H=07+02% "
THORNE et al. , 1973 Lysozyme + papaine Acinetobacter sp. Ps = 30 mg Ps = 25 mg ‘
Presse de French Pr=288mg Pr=21,6 mg
Centrifugations H=3mg H=10mg
KDO = 0,12 m; KDO = 0,09 m;
YAMATO g_a_l., 1978 Lysozyme + EDTA Escherichua cols . pour 30 g de poﬂ£ sec pour 30 g de poids sec
Presse de French Pr=185mg Pr=70mg
SDS et sonication DNA =0,34 mg DNA=0,21 mgé4
Centrifogations RNA=56mg P=14mg RNA=34mg P=184mg
KDO = 29,9 m KDO = 0,13 m,
— BOOTH et CURTTS, 0,23M sucrose Pseudomonas aeruginosa T du poids sec de l'enveloppe % du poids sec de 1 enveloppe
1977 Lysozyme + EDTA PAO.I. Pr=41% Pr=49%
Lyse osmotique KDO =2,5% KDO=03%
Centrifugations RNA=1,6% DNA=nd% RNA =1,7% DNA =0.6%
SDH = <0,01% pmol/mg Pr SDH = 0,08 umol/mg Pr
"HANCOCK et NIKAIDO, Lysozyme Pseudomonas aeruginosa Pr=48, Pr=343
1978 DNAse +RNAse ' SDH = 75 nmol/mg Pr SDH = 458 mmol/mg Pr
Presse de French
Centrifugations
ANWAR et _al., 1953 — Sucrose 20% 'seudomonas cepacia SDH = 19,2 nmol/mg Pr — SDH =315 nmol/mg Pr
) Lysozyme Pr=150,7 mg Pr=149 |
Presse de French i
Centrifugations ‘
"NOYLE i BEVERIDCE; “SDE Tscherichia ol RT2 ProOTE 002 |
1983 Sonications - Centrifugations mg/mg de PG

0s
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2.3.1. Considérations générales sur la biosorption des métaux

Les phénomenes de biosorption des métaux par les bactéries ont souvent été étudiés et
rapportés au cours de ces dernieres années. Plusieurs termes généraux ont été utilisés pour dé-
crire ces phénomenes lorsqu'ils n'impliquent aucun mécanisme particulier reconnu ou identi-
fié. Les termes les plus couramment utilisés sont biosorption, bioaccumulation ou simplement
accumulation et/ou fixation ; (ou en anglais biosorption et uptake).

Les résultats obtenus au cours de ces études de biosorption sont trés hétérogénes, mon-
trant ainsi la diversité de paramétres et leur variabilité intervenant dans la biosorption des mé-
taux, ainsi que la difficulté de les contrbler.

Ainsi, dans la bicaccumulation des métaux par les bactéries peuvent intervenir des para-
metres dépendant du microorganisme lui-méme, mais aussi ceux du métal et du milieu.

a) Parametre microorganisme

Dans ce paragraphe, il est possible de distinguer plusieurs variables qui peuvent contro-
ler 1a bioaccumulation des métaux par les microorganismes. Ce sont :

- lataille du microorganisme

- lacharge électrique périphérique

- la composition chimique

- lactivité métabolique de la bactérie

La relation entre la taille du microorganisme et la quantité de métal accumul€ n'a pas pu
étre mise en évidence dans les essais conduits par DRAPEAU et al. (1983) suggérant l'impor -
tance mineure de ce paramétre comparativement aux autres variables. Par contre, lim-
portance de la composition chimique des enveloppes cellulaires a été parfaitement montrée
dans 1'étude conduite par BEVERIDGE et MURRAY (1976) et BEVERIDGE et KOVAL
(1981) dans laquelle 15 métaux ont été fixés par des parois extraites 3 partir d'Escherichia coli
et de Bacillus subtilis. Dans ces essais, la fixation est approximativement dix fois supérieure
pour les parois de Bacillus subtilis. Enfin, les modifications de I'activité métabolique entrai-
nent des modifications de la charge électrique superficielle (RANDLE ¢t al,, 1969) et de la
composition des enveloppes, modifiant ainsi les interactions cellule-métal. Par exemple, une



52

modification dans la concentration de 1a phosphatase alcaline chez Escherichia coli provoque -
rait une augmentation de I'accumulation de Zn*2, permettant ainsi l'activation de cette enzyme
(MITRA et al., 1975). Dans d'autres cas, la précipitation de métaux dépend de l'activité de
sulfates-réductases associ€s A la membrane cellulaire (WOOD et WANG, 1983).

b) Paramétre métal

Chaque métal présente 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 RICHARDSON, 1980). De plus, la concentration de l'ion mé-
tallique (CHOPRA, 1975 ; DOYLE ¢t al., 1975 et HOUBA et REMACLE, 1982), le sel au-
quel il est associé, et leur affinité, influencent considérablement 'accumulation du métal.

c) Parametre milieu

MOUVET et BOURG (1983) et BOURG (1984) montrent que la spéciation d'un métal
donné pour une concentration définie dépend des facteurs du milieu : pH, température, force
ionique, potentiel d'oxydo-réduction, présence de complexants. Ces facteurs peuvent influen-
cer la croissance bactérienne mais également la composition chimique des structures cellulaires
et la charge €électrique périphérique, ainsi que I'accumulation du métal par la cellule.

En ce qui concerne le pH, il agit sur 'accumulation des métaux par les bactéries en mo-
difiant la charge électrique périphérique de la cellule d'une part, et la spéciation du métal
d'autre part. Ces phénomenes sont relatifs au type de bactérie. En effet, OU et MARQUIS
(1970) ont montré que pour un pH neutre la paroi de Staphylococcus aureus a une charge nette
positive, tandis que la paroi de Micrococcus lysodeikticus est chargée négativement. Plus tard,
MARQUIS et al. (1976) ont montré que les parois des bactéries présentent & pH alcalin, des
sites de fixation anioniques périphériques, facilitant ainsi la fixation des protons et des cations.

D'autres observations ont ét€ faites au sujet du pH et de 1a fixation du métal. C'est ainsi
que LION gt al, (1982) ont montré une relation entre 'augmentation de la fixation des métaux
par les sédiments et 'augmentation du pH. De plus, plusieurs auteurs ont mis en évidence la
libération des métaux accumulés par des boues activées lors d'une diminution du pH
(HAYES et al,, 1979 ; JENKINS ¢t al., 1981 ; LAKE et al., 1984 ; GOULD et GENETELLI,
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1984 ; ADAMS et SANDERS, 1984). Ces observations sont dépendantes du type d'organis-
‘me et de la spéciation du métal. Ainsi, NORBERG et PEARSON (1984) ont observé une
augmentation de 45% de fixation de cadmium par Zooglea ramigera entre pH = 5,5 et 8,0 tan-
dis que TITUS et PFISTER (1982) ont observé une diminution de la fixation de cadmium
entre pH = 6,5 et 8,5 par Pseudomonas sp.

Par contre, les résultats concernant I'influence de la température sur la fixation des mé-
taux sont plus homogenes : la quantité de cadmium fixé par Pseudomonas sp. augmente quand
la température augmente jusqu'a 35°C (TITUS et PFISTER, 1982). Par contre, pour des tem-
pératures dépassant les 50°C, I'effet est contraire (AJMAL et al., 1982).

Les métaux peuvent étre complexés par des molécules présentes dans le milieu, et ainsi
influer sur leur biodisponibilité et évidemment leur bioaccumulation. La nature de ces molécu-
les est extrémement diverse. Ainsi les métaux forment des complexes avec les acides humi-
ques et fulviques POMMERY gt al., 1985 ; CAMPELL et EVANS, 1987 ; TITUS et PFIS -
TER, 1982), avec des chlorures (BABICH et STOTZKY, 1978, 1982 ; KUREK et al.,
1982), avec des molécules contenues dans les milieux nutritifs habituellement employés en
microbiologie RAMA MOORTHY et KUSHNER, 1975), avec des polyacides synthétiques
comme 'acide polygalacturonique et polymétacrylique (JELLINECK et SANGAL, 1972),
avec la cystéine, le glutamate et I'aspartate (TYNECKA et al,, 1975 ; STRANDBERG ¢t al.,
1981), des complexants type E.D.T.A. (PICKET et DEAN, 1979), etc...

2.3.2. Mécanismes de biosorption

Deux cas d'espéces sont généralement évoqués dans la littérature : 'adsorption et I'ab-
sorption, traduisant respectivement, soit une accumulation en surface, soit une pénétration in-
tracellulaire.

Cette distinction refléte souvent plus un souci de confort intellectuel que l'expression
d'une réalité (ainsi, 2 tort, beaucoup de phénomenes étiquetés d'adsorption représentent un
mélange adsorption-absorption). Toutefois, par souci de simplification, nous conserverons
cette distinction.

2.3.2.1. L'adsorption

L'adsorption est un phénomene li€ tout d'abord 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 I'étude de 1'adsorption, les enve-
loppes cellulaires prennent une place importante, et les sites d'adsorption res-
ponsables de ce phénomene, font plus particuli¢rement l'objet de notre étude
(ainsi 1'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 structures isolées sont trés hété-
rogénes car l'accumulation dépend du métal, de la souche bactérienne, de la structure elle-
méme, mais aussi de son mode d'extraction ou de préparation et de sa contamination par des
polyméres organiques. Toutefois, 1a nature anionique des enveloppes et leur comportement de
résine échangeuse d'ions expliquent leur capacité 2 fixer les métaux (MARQUIS et al., 1976 ;
BEVERIDGE, 1984 ; BUKLIN et REUSCH, 1986).

11 est possible de différencier parmi les enveloppes cellulaires responsables de I'adsorp-
tion des métaux par les bactéries :

a) la couche d'exopolysaccharides
b) la membrane externe

¢) le peptidoglycane

d) la membrane cytoplasmique -

a) Les exopolysaccharides

Plusieurs auteurs 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). Toutefois, les résultats obtenus sont en partie critiquables, car le
matériel extrait des bactéries peut &tre contaminé par des molécules arrachées de la périphérie
cellulaire type protéines et méme des acides nucléiques, résultant d'une lyse cellulaire
(BROWN et LESTER, 1979).

Pour contourner ce probléme d'extraction, quelques auteurs ont utilis€ des souches de
Klebsiella aerogenes K54A4 et K54A3(0) respectivement forte et faible productrice d'exopoly-
saccharides (FRIEDMAN et DUGAN, 1968 ; BITTON et FREIHOFER, 1978 ; BAUDA et
BLOCK, 1985) pour démontrer l'action des exopolyméres vis-a-vis des métaux.

L'accumulation des métaux par les exopolymeres extraits de boues activées a pu étre dé-
crit sous forme d'isotherme (BROWN et LESTER, 1982a). La figure 9 montre des courbes
biphasiques. Pour les valeurs supérieures 2 0,01 mg/l et 1 mg/l de Cd*? et Ni*? respective -
ment, les valeurs de métal adsorbé n'augmentent plus, indiquant la saturation des sites de fixa-
tion des polymeres a ces concentrations.
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Figure 9: Isothermes de Freundlich montrant la relation entre (@) cadmium (A) nickel, ad-
sorbés par les polymeres extracellulaires (BROWN et LESTER ,1982).
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b) La membrane externe

Comme cela a déja été décrit par SAVAGE et FLETCHER (1985), la membrane externe
représente un systéme complexe. Les porines existant dans cette membrane et formant des
pores ou des canaux aqueux (traversant la structure membranaire hydrophobe) (NICAS et
HANCOCK, 1983 et BENZ, 1985) permettent le passage d'ions type Na*, K* ou des sucres
(NAKAE et NIKAIDO, 1975 ; NAKAE, 1976 ; SCHINDLER et ROSENBUSCH, 1978),
mais ne semblent pas jouer un rdle 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 phénomene a été tout d'abord observé par BEVERIDGE et
KOVAL (1981) sur des parois plus ou moins purifiées de bactéries gram négatives. Ensuite,
NAKAE et NAKAE (1982) et HOYLE et BEVERIDGE (1983) ont montré le rdle dans la fixa-
tion des métaux par la fraction membrane externe.

La membrane externe est composée principalement de : phospholipides, protéines et li-
popolysaccharides (voir chapitre 2.2.), dont les groupements présents dans ces molécules in-
tervenant dans la fixation des métaux sont essentiellement : les groupements phosphates, des
phospholipides et lipopolysaccharides (FERRIS et BEVERIDGE, 1984), et les groupements
carboxyliques et thiols des protéines (DOYLE et al., 1980 ; JACOBSON et TURNER, 1980).
Ces protéines possédent aussi un grand nombre de groupements chargés positivement,
comme les fonctions amines, lesquelles peuvent former des liaisons avec des anions métalli-
ques (BLUNDELL et JENKINS, 1977).

L'étude concernant les groupements phosphates comme sites d'adsorption des métaux a
été plus détaillée et dans certains cas elle a aussi servi pour la caractérisation de lipopolysac -
charides ou de phospholipides des différentes souches de la méme espéce bactérienne (Figure
10).
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GLN-AC

Figure 10; Structure des lipopolysaccharides d'Escherichia coli K12 souche D21 et D21f2 et
ses groupes chargés négativement, plus particulitrement les groupes phospho-
re (COUGHLIN gt al., 1983).

GLC = glucose ; GAL = galactose ; HEP = L-glycéro-D-mano-heptose ; GLN-AC =
N-acétylglucosamine ; ETH-NH;* = éthanolamine ; P = phosphate
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KORNY (1983) en utilisant 1a résonance magnétique nucléaire 7(RMN) dlﬁ)hosi)hore 31.
Dans ce cas, le cadmium péndtrerait dans une sphére hydratée de groupement phosphate et se
placerait au niveau de la molécule d'eau dans une liaison hydrogene avec l'atome d'oxygene
libre du groupement phosphate (Figures 11a,b).

_ L'interaction entre le phosphore et les métaux a été étudiée plus récemment par PO-

Figure 11 : Modzgle d'interaction des phosphates avec les métaux (POKORNY, 1983).

'Dans ce modgle, le magnésium pas plus que le Ca?*, Sr?* et Zn*2 ne sont capables de
pénétrer le rayon hydraté pour substituer la molécule d'eau et établir la liaison hydrogéne avec
l'oxygene. Enfin, l'utilisation de la RMN du 31p sur des structures biologiques a montré 1'in -
teraction des phosphates de la membrane externe d'Escherichia coli K12 avec l'europium
(FERRIS et BEVERIDGE, 1984) et le manganése (FERRIS et BEVERIDGE, 1985, non pu-
bli€).

c) Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est une structure 3 mailles larges composée basiquement de sucres et
de peptides et, comme cela a déja été décrit, chez les bactéries gram positives, elle est associée
a l'acide téichoique.
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, Le peptidoglycane est aussi capable d'accumuler des métaux. Cette observation a été
faite tout d'abord par MARQUIS et al, (1976) ; MATHEWS et al, (1979) et BEVERIDGE et
al. (1982) en utilisant des parois de bactéries gram positives. Plus tard, HOYLE et BEVE-
RIDGE (1984) ont travaillé sur le peptidoglycane d'Escherichia coli K12. BEVERIDGE
(1984) met en évidence le méme phénomene avec des parois extraites & partir de E. coli dont
le peptidoglycane fixe deux ou trois fois plus de métal (Na*, K*, Mg*2, Ca*?, Mn*?) que la
membrane externe.

Les groupements les plus efficaces dans la fixation des métaux par le peptidoglycane
sont : les groupements phosphates de 'acide téichoique (chez les bactéries gram positives) et
amino et carboxyles des chaines peptidiques (Figure 12). La mise en évidence du rle de ces
derniers dans la complexation des cations métalliques divalents a été faite par MARQUIS ¢t al.
(1976), DOYLE et al, (1980) et par BEVERIDGE et MURRAY (1980). Par exemple, ces au -
teurs ont bloqué les sites carboxyliques chimiquement pour démontrer leur intervention dans
la fixation des métaux.

Ainsi HOYLE et BEVERIDGE (1983) ont trouvé que pour 1 mg de peptidoglycane ex-
trait A partir de la paroi cellulaire d'Escherichia coli K12, il y avait 0,02 pmole de groupements
carboxyliques susceptibles de fixer des cations divalents type Mg*2 et Ca*2. De plus, selon
BEVERIDGE et MURRAY (1980), pour un cation il intervient deux résidus carboxyliques.
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Figure 12 : Structure de la paroi de Bacillus subtilis, montrant les sites capables de fixer les
métaux (carboxyliques et phosphate).
Le site de fixation entre le peptidoglycane et l'acide téichoique polyglycérophos
phate est inconnu mais représenté par (X). (DOYLE etal., 1980).
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2.3.2.2.

La membrane cytoplasmique bactérienne, comme toutes les membranes biologiques,
constitue une forte barriére de perméabilité sélective, directement concernée dans le transport
d'ions et de molécules vers l'intérieur de la cellule. Cette barriere sert principalement 2 réguler
le volume cellulaire, maintenir le pH intracellulaire et la composition ionique favorable aux ac-
tivités enzymatiques. '

Les mécanismes susceptibles de transporter les molécules et les ions a travers la mem-
brane sont :

a) transport actif : dans le transport actif, la variation d'énergie libre de 1a molécule
transportée est positive (nécessitant un apport d'énergie)

b) transport passif : dans le transport passif, la variation d'énergie libre de la
molécule transportée est négative (cette réaction €tant spontanée).

L'apport d'énergie nécessaire dans le transport actif peut provenir de I'hydrolyse d'une
molécule d'ATP ou, en d'autres termes, se révéler ATP dépendant, par exemple pour le trans-
port de cadmium par Staphylococcus aureus (TYNECKA et al,, 1981a). Le cadmium emprun-
terait le systéme de transport actif spécifique du manganése pour pénétrer dans le comparti-
ment intracellulaire et son transport serait contrdlé par le gradient transmembranaire de protons
issu de la phosphorylation oxydative ou chaine respiratoire en aérobie et par I'hydrolyse de
I'ATP en anaérobie.

L'énergie peut provenir aussi d'un gradient transmembranaire des protons. Par exem-
ple, le transport du lactose par la lactose perméase chez les bactéries est coupl€ a un transfert
de protons du milieu extracellulaire vers l'intérieur de la cellule.

En ce qui concerne les transports passifs, deux systémes sont bien connus. D'une part
le syst2me de porines décrit précédemment, d'autre part le systéme que certains antibiotiques
utilisent pour transporter des molécules d'une face  I'autre de la membrane en se déplagant
eux-mémes au sein de la bicouche phospholipidique de 1a membrane cytoplasmique. I est im-
portant de noter que ces deux types de transport, dits médiatés, ne semblent jamais avoir été
décrits pour les métaux.
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Finalement, la diffusion simple est un phénomene qui ne nécessite ni énergie ni molécu-
le transporteuse ; dans ce cas, les ions ou molécules s'introduisent au travers de la membrane
par des mouvements de ces molécules en équilibrant les concentrations de part et d'autre de la
membrane.

L'accumulation des métaux 2 l'intérieur de la cellule est un phénomene qui a été €tudié
par plusieurs auteurs 2 partir de l'observation faite sur les bactéries sensibles aux métaux et
leur capacité d'accumuler des grandes quantités de métaux dans le cytoplasme. Par exemple
REMACLE et al, (1982) ont observé que cette accumulation intracellulaire est dans certains
cas 3 fois plus importante chez les bactéries sensibles aux métaux comparativement 3 des bac-
téries résistantes.

Plusieurs mécanismes d'accumulation des métaux 2 l'intérieur de la cellule ont été dé-
crits dans la littérature : 1'accumulation des métaux par les protéines capables de fixer les
métaux, dont la synthése est induite en présence de métaux ; 'accumulation par formation de
complexes insolubles, et les phénomenes de relargage, c'est-2-dire les mécanismes utilisés par
1a bactérie pour réduire I'accumulation de métaux.

a) Séquestration des métaux par des protéines spécifiques

1 existe des protéines capables de fixer les métaux comme le zinc, le cuivre et le cad-
mium (KHAZAELI et MITRA, 1981). Cette capacité est due 2 leur richesse en acides aminés
soufrés. En effet, elles contiennent en moyenne 8% de soufre ; mais par contre, elles ne com-
portent pas d'acides aminés aromatiques (KAGI et VALLEE, 1961).

Récemment, trois de ces protéines ont été isolées chez Pseudomonas putida cultivé en
présence de cadmium (HIGHAM et al., 1984). Une autre protéine membranaire de poids mo-
1éculaire 34500 d a &té isolée chez une souche Alcaligenes par Mc ENTEE et al. (1986) dont
1a synthese est induite par la présence du cadmium a des concentrations supérieures & 0,1 mM.

TYNECKA et al. (1981a,b) ont montré 'existence chez certaines bactéries d'un plasmi-
de dans lequel deux g&nes sont observés : Cad A et Cad B. Le g&ne Cad A est responsable de
la diminution d'au moins 100 fois de I'accumulation de cadmium chez les bactéries résistan-
tes. Par contre, selon PERRY et SILVER (1982), le géne Cad B induirait 1a production d'une
protéine capable de complexer le métal type métallothionéine.
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Les métaux sont parfois accumulés sous forme de complexes insolubles vraisemblable-
ment non toxiques pour les bactéries. La nature des complexes formés dépend étroitement de
la composition du milieu. Ainsi, dans un milieu non carencé, AIKING et al. (1982) ont rap-
porté la précipitation de sulfures de cadmium chez Klebsiella aerogenes sous forme de granu -
les intracellulaires.

Enfin, le relargage est un mécanisme utilisé par les bactéries pour réduire I'accumula-
tion. Ainsi la méthylation de certains métaux comme le mercure et le cadmium pour les rendre
volatiles est une méthode utilisée par la bactérie pour réduire 1'accumulation intracellulaire des
métaux. Dans le cas du mercure (Hg2+), il est transformé sous forme volatile (Hg®) a 1'aide
d'une enzyme NADPH dépendante, la mercurique réductase, pour les composés organo-
mercuriques, c'est l'organomercuriale lyase qui intervient SUMMERS et SILVER, 1978 ; et
ROBINSON et TUOVINEN, 1984).

2.3.3. Evaluation de l'accumulation des métaux sur les enveloppes bactérien-
nes

L'accumulation des métaux par les enveloppes bactériennes doit étre traduite, afin d'€tre
compréhensible et comparable, en termes objectifs c'est-2-dire quantitatifs et, si possible, ciné-
tiques.

Plusieurs expressions et méthodes tout 2 fait différentes sont généralement utilisées pour
traduire cette accumulation. Ce sont :

a. coefficient d'accumulation (CA)

b. facteur de concentration (FC)

c. expression cinétique

d. expression sous forme d'isothermes d'adsorption : Freundlich
Langmuir

e. modele de Ruzic

f. modgle de Scatchard.



a) Coefficient d'accumulation (CA)

Le coefficient d'accumulation (CA) exprime la quantité de métal biosorbé par les mi-
croorganismes c'est-2-dire la quantité de métal retrouvée dans ou sur la biomasse, rapportée a
la masse ou au nombre de cellules, ou méme la quantité de protéines de la biomasse. Le plus
souvent, le CA est exprimé en [métal fix¢] (M) . [matiere séche]! (M1), ou selon les auteurs
en (M) de métal fixé. (M, 1) de matidre sche. Cette expression n'intdgre ni le facteur temps ni
la variable concentration initiale. Le CA est donc totalement dépendant du moment de I'analyse
et de la maniére de réaliser I'expérience.

b) Facteur de concentration (FC)

Le facteur de concentration est une expression qui tient compte de la concentration de
métal introduite en faisant le rapport : concentration de métal dans la phase microorganis-
me/concentration de métal dans la phase aqueuse.

métal fixé (M) . matidre seche” (M)
métal solution (M), . volume liquide (L'3)

FC =

Ou encore :
C.A.

métal solution (M) . volume liquide (L)

FC =

Si cette expression de FC représente un progrés comparativement 2 celle de C.A, elle
n'intgre toujours pas le facteur temps et, de ce point de vue, reste totalement dépendante du
moment de 1'analyse.

¢) La cinétiqued las

Comme son nom l'indique, une mesure de cinétique représente par définition une mesu-
re réalisée au cours du temps, qui va donc généralement s'exprimer sous la forme métal accu-
mulé (M) . matidre séche! (M, 1) . temps! (T*1). Les mesures sont le plus souvent réalisées
en considérant I'hypothése suivante : la quantité et 1a qualité du matériel biologique ne varient
pas durant l'intervalle de temps considéré. Pour étre respectée, une telle hypoth2se exige que
l'espace temps soit court pour éviter toutes modifications des caractéristiques des cellules (pas
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rement respectée, mais malheureusement presque jamais contrdlée par les expérimentateurs.

. __ decroissance, pas de mortalité, pas de variation d'activité). Cette hypothese est sans doute ra-

Dans le méme ordre d'idée, il est important de souligner comine I'ont fait STRAND-
BERG et al. (1981), que la simple évaluation des matidres seches peut €tre totalement faussée
par I'accumulation méme des métaux étudiés, qui peut représenter jusqu'a 15% du poids sec
total.

L'accumulation cinétique d'un métal peut en ordre général se traduire par une courbe
d'allure tri ou quadriphasique (Figure 13).

L'accumulation des métaux par les microorganismes est un phénomene assez rapide.
Dans la plupart des études concernant ce sujet, plus de 70% du total du métal sont accumulés
dans la premitre heure (BRODA, 1972 ; MACKA ¢t al., 1979 ; BAUDA et BLOCK, 1985 ;
BORDONS et JOFRE, 1987 ; FLATAU et al., 1984). Dans les deux premiéres phases de la
cinétique, un processus d'adsorption (2 la périphérie cellulaire - sur les enveloppes) et d'ab-
sorption 2 l'intérieur de la cellule sont observés. Une certaine quantité du métal reste piégé par
les sites de fixation des enveloppes tandis qu'une autre quantité traverse la barriére membrane
cytoplasmique pour s'accumuler dans le cytoplasme. Aprés les deux premi€res phases au
cours desquelles 'accumulation est rapide de type "exponentiel”, une phase de ralentissement
est observée avec saturation des sites de fixation périphériques et accumulation intracellulaire
(absorption), et relargage dd 2 deux phénomenes : soit que la bactérie posséde le mécanisme
pour transformer le métal et le faire sortir (et flux du métal), soit parce qu'il y a lyse cellulaire
et par conséquent libération du métal.
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Figure 13 : Représentation théorique d'une cinétique d'accumulation
d'un métal par les bactéries
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d) Isothermes d'adsorption o

D'une manigre plus générale, les processus d'adsorption sont représentés par les iso-
thermes d'adsorption dont la littérature est trés abondante. De fait, ces isothermes initialement
utilisés pour décrire 'adsorption des gaz sur des solides, traduisent dans notre cas 1'adsorp-
tion d'ions en solution aqueuse (les métaux) sur des solides (les bactéries).

Deux types d'isotherme sont généralement utilisés : I'isotherme de Freundlich et I'iso-
therme de Langmuir. L'isotherme de Freundlich (ELLIS et KNEZEK, 1972) a souvent été
employée pour décrire 1'équilibre entre le métal adsorbé par les bactéries et le métal restant en
solution. L'isotherme de Freundlich obéit A une loi empirique qui suppose que tous les sites
de fixation ne sont pas équivalents, c'est-a-dire que les surfaces d'adsorption sont hétéroge-
nes. L'équation obtenue est du type :

[Met ad] = K [Met sol]!/»

Met ad = quantité de métal adsorbé par unité de poids d'adsorbant

Met sol = concentration de métal en solution & I'équilibre aprés adsorption
K.n = constantes

1/ représente 1a pente et K représente la constante du complexe :

[Met.ad]
[Mt:t.sol]”n

Cette équation peut se linéariser en coordonnées Log-Log (Figure 14) et s'applique gé-
néralement pour des faibles concentrations de métal en solution et 2 I'équilibre, elle s'écrit :

Log [Met ad] = 1/n Log [Met sol] + Log K

Ainsi, des isothermes de Freundlich ont été tracées pour traduire I'adsorption du cad-
mium par Pseudomonas fluorescens (BAUDA et BLOCK, 1985) ; et Klebsiella aerogenes
(BROWN et LESTER, 1982a), du nickel par Pseudomonas sp. (BORDONS et JOFFRE,
1987) ; du cuivre et cadmium par les polyméi‘es de K. aerogenes (RUDD ¢t al., 1984) et aussi
par des populations bactériennes mixtes (GAID, 1981 ; FRISTOE et NELSON, 1983) (Figure
15).
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>

Log[Met.ad.]
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\ Log K

’

Log[Met.sol.]

Figure 14 . Représentation théorique de la linéarisation
d'une isotherme de Freundlich



69

100
=
3
e 10}
g
3
[-3
|- l L
>
£
8
=
— ‘O-l o
P
H
g

GOl 4 1 1 1 9]

0.0001 0001 "~ 0Ol - Ol I 10
concentration en ilons métalliques libres mg/l .
Figure 15: Isothermes de Freundlich montrant la relation existant entre les métaux : @ cad

mium, O manganese, A nickel, A cobalt adsorbés par K. aerogenes et le métal
en solution. (BROWN et LESTER, 1982a).

Cette représentation (Figm 15) montre que pour les trois métaux utilisés, I'adsorption
par K. aerogenes est similaire étant donné la valeur presque identique des trois pentes.

Un;=103  1mp=11  1n3=10
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~___ Pour des concentrations élevées, lorsque 1'adsorbant approche de la saturation, l'iso-
therme de Langmuir est préféré (LA FRANCE ¢t al., 1986) (Figure 16). L'équation exprimant
cette isotherme s'écrit :

_ K. [Met sol].b

Met ad = T Vet sol]

[Met sol] 1 + [Met sol}
m= K.b b

1 1 1
[Motad]  K.b[Metsol] ' b

K : représente la constante d'équilibre d'adsorption
b : représente la capacité ultime d'adsorption

1/Met.ads. f

/\1le

N 17

-

1/Met.sol.

Figure 16 : Représentation théorique de la linéarisation
d'une isotherme de Langmuir
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WELLS et BROWN (1987) montrent l'adsorptibn du cadmium par Rhytididdelphus
squarrosus en utilisant une isotherme de Langmuir (Figure 17a,b)

0,01

20 40 60 80 100 120 0 0,025 0,050 0,075 0,10
concentration en Cd (umole/t)

Figure 17a : Isotherme d'adsorption de Langmuir Figure 17b : Linéarisation de I'isother-

du cadmium par Rhytidiadelphus me (WELLS et BROWN,
squarrosus de deux populations 1987).
différentes. _

Ces deux modeles (isothermes de Freundlich et de Langmuir), bien que trés utilisés et
souvent représentés dans la littérature, ne répondent pas 2 toutes les questions que les cher-
cheurs se posent au sujet de 1'adsorption des métaux sur les biomasses. La notion quantitative
des sites d'absorption et la coopération entre eux ou simplement les phénomenes de déplace-
ment des métaux sont absents et incapables d'étre expliqués par l'utilisation de ces modéles.
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e) Modéle de Ruzic R

Le modele de Ruzic a été proposé par RUZIC (1982) pour essayer de mieux compren-
dre 1a notion de ligand avec plusieurs sites (métal libre et complexe Ligand + métal). Ce mode-
le permet d'apprécier la constante de stabilité (K) des complexes métal-ligand (ML) et les
types de sites de fixation ; les équations suivantes montrent la maniére d'établir 'équation gé-
nérale de Ruzic.

A 'équilibre, il est possible d'écrire :

K
M+L(—_>ML

[ML]

K=mm

L =[]+ [ML] ou M =[M] +[ML]

M
MT-[M]=Lr-[L]=Lr-M[;I]K

' -M]

M, - [M])KM]+1 KL,

M _KMj+1 M1
MM K, L K@

M _IM_ 1
MM L K

0))
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D'aprés I'équation (1) le tracé de-MT—u\_ﬂ[m— en fonction de [M] doit conduire & une droite de

de pente -1- et d'ordonnée a l'origine -l—

L KL,

[M] = concentration de métal libre

[L] = concentration en ligand

[ML] = concentration en métal complexé
K = constante d'instabilité

My = métal total ; L = ligand total

Quelques exemples ont été donnés par RUDD gt al, (1984) et BARON (1987). Les fi -
gures 18a, b, montrent deux représentations du modele de Ruzic, de I'adsorption du cuivre
par les flocs de boues activées et par les polyméres extracellulaires. Dans ce cas, la disconti-
nuité dans les couches montre qu'il y a au moins deux types de sites d'adsorption. Toutefois,
ce modele ne permet pas de savoir si ces sites travaillent en coopération positive ou négative.

041~ (b)

o
w

[Cu}/[CuL)
o
™

0,1

1 2 3 4 5 1 2 3 4
[Cu] (x 10°6) [Cu] (x 10°6)

Figure 18a : Modgle de Ruzic, de 'adsorption Figure 18b : Adsorption du cuivre par
de cuivre par les flocs de boue ' les polymeéres extracellu-
activée. laires. Met sol/Met adsor

contre Met sol.
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f) Modele de Scatchard

Le modgle de Scatchard (SCATCHARD, 1949) permet d'apprécier les constantes ciné-
tiques (K5, K' ... Ka®), les quantités de métal fixé par unité de ligand, les différents types de
site de fixation de métaux, et de connaitre la relation existant entre les sites (coopération posi-
tive ou négative). DAHLQUIST (1978) montre que si les courbes obtenues sont concaves, la
coopération entre les sites récepteurs est négative. Si les courbes sont convexes, la coopéra-
tion entre les sites récepteurs est positive. L'équation suivante montre la fagon de représenter
ce modele :

K

1
L+M->ML
«—
K,
avec
L :ligand
M = Métal
K, et K, = constantes cinétiques
ML = complexe
A I'équilibre, on peut écrire :
K; [M] [L] =K, [ML] )
d'ou I'on tire :
LM K 1
™I K, Ks= X 2)

Le nombre total de sites récepteurs (Ng) est égal a la quantité de fraction ou ligand pié-
geant le métal nL et il vient

Nr=n{L]=[L] +[ML] ®)
(L] =n[L] - (ML] @

et en combinant les équations (4) et (2), on obtient :
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- _nlL-MLIM} S
d IML]
Ce qui est équivalenta :
(M]n[L]
MU ==
Enfin, en linéarisant, on obtient :
1 _ K 1
™ML nLM  nL

ou €ncore :

%‘L -X, [ML] +K_ n[L]

L'expression graphique de cette équation (Figures 19a et b) montre que si la fraction
ou le ligand étudié contiennent un seul type de récepteur, on obtient une droite de pente
Ka. Au contraire, si la fraction étudiée contient plusieurs types de site on obtient une courbe
pour laquelle il est possible de définir au moins deux types de récepteur (2 forte et & faible af-
finité).

Dans le cas de la figure 19b, cette représentation montre une courbe concave avec au
moins deux types de site avec deux affinités différentes en coopération négative, ce type de
coopération impliquerait que la priorité est plus importante pour un ou plusieurs sites que pour
d'autres.

Quelques exemples ont été donnés par DAHLQUIST (1978) pour des courbes convexes
dont les sites sont en coopération positive. Ce type de coopération impliquerait 1a méme priori-
té pour tous les sites.

Le modele de Scatchard a ét€ utilisé par plusieurs chercheurs 2 cause de la grande quan-
it€ d'informations qu'il fournit. Dans la plupart des travaux concernant la fixation des métaux
sur des ligands, les techniques utilisées sont principalement : 1a dialyse, la filtration de gelou
Je passage par colonne de sephadex. La dialyse est 'une des techniques les plus utilisées car
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Figure 19, a et b : Expression graphique de I'équation
de Scatchard (Louisot, 1983) :
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elle comporte un nombre peu élevé de manipulations ; elle est la mani¢re de procéder la plus
simple et la plus pratique, surtout quand il s'agit des bactéries ou des structures subcellulaires.

Les bactéries ou structures subcellulaires vont directement dans le sachet de dialyse et
sont maintenues & 4°C sous agitation, limitant les risques de contamination et peut-&tre de ly-
se ; les sachets sont suffisamment grands pour loger des quantités assez importantes de bio-
masse cellulaire (de l'ordre de quelques grammes) plus les solutions des métaux, mais leur
porosité est telle qu'elle permet uniquement la sortie du métal libre, facile & doser dans ces
conditions dans la phase aqueuse. Avec cette méthode, il est possible de travailler avec des
éléments radioactifs en réduisant I'exposition du manipulateur aux mélanges radioactifs.

De nombreux travaux ont été réalisés pour expliquer la fixation des métaux sur les li-
gands "simples" (une molécule avec un groupement bien spécifique) ou sur des ligands plus
complexes comme les enveloppes cellulaires ou des cellules enti¢res (PRICE, 1972 ; LAM-
BERT et al., 1975 ; KADOKURA et al., 1982 ; GIEBSY et al., 1983 ; RUDD et al., 1984 ;
MURTHY et FRIESEN, 1985). A titre d'exemple, un modéle de Scatchard est utilisé pour
expliquer l'adsorption du cuivre sur une protéine (Figure 20) par KADOKURA gt al. (1982

Dans la figure 20 au moins deux types de site de fixation sont observés ; le premier
avec une pente K; plus importante, traduit les sites a plus forte affinité, le deuxi¢me avec
une pente Ky, traduit les sites de moins forte affinité. Ces sites travaillent en coopération néga-
tive car la courbe est concave. Les deux techniques (dialyse et filtration de gel) utilisées ne
présentent aucune différence dans l'interprétation de ce modele en ce qui concerne ce cas pré-
cis (cuivre plus une protéine-kératine).

DOYLE et al. (1980) et MATHEWS et al. (1979) ont travaillé sur I'adsorption des mé -
taux type Ca*2, Na*, Mg*2, Zn*2, Mn*2, sur la paroi cellulaire modifiée au niveau des sites
carboxyliques et sur le peptidoglycane de Bacillus subtilis respectivement.

Les auteurs ont utilisé la technique de dialyse pour la fixation des métaux sur les structu-
res et l'interprétation a été faite par le modele de Scatchard (Figure 21). Dans ce cas, les au-
teurs ont linéarisé I'ensemble des points obtenus, empéchant par conséquent I'appréciation des
différents sites existant dans ces structures complexes et leur coopération.
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Figure 21 : Présentation du modzle de Scatchard de 'adsorption des métaux sur les parois de
Bagcillus subtilis aprés I'équilibre de dialyse (DOYLE et al., 1980).
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2.3.4. Extraction des métaux

L'extraction des métaux a été entreprise par plusieurs chercheurs pour essayer de com-
prendre de manitre fondamentale la localisation de ces métaux au niveau du matériel biologi-
que, la quantité de métaux qui serait adsorbée sur les surfaces cellulaires et celle qui serait ab-
sorbée 2 l'intérieur de la cellule. Finalement, 2 un niveau plus pratique, les techniques d'ex-
traction ont été appliquées au "nettoyage” des biomasses contaminées avec des métaux.

Les enveloppes cellulaires jouent certes un role important dans 'accumulation des mé-
taux, mais elles peuvent en effet s'accumuler plus profondément dans la cellule, faisant du
méme coup que les stratégies utilisées pour atteindre ces métaux deviennent extrémement
complexes. Les métaux liés A des exopolysaccharides seront a priori plus facilement extracti-
bles que ceux liés 2 des protéines intracellulaires ou & de 'ADN & cause principalement de la
barriére constituée par les enveloppes.

A un niveau plus pratique, il est trés important de connaitre la mani¢re d'extraire les mé-
taux contaminant les boues de station d'épuration. MEGUELLATI (1982) et FORSTNER
(1984), au moyen d'une extraction sélective, ont pu montrer la répartition des métaux entre
plusieurs fractions : fraction échangeable et facilement soluble, fraction carbonatée, fraction
facilement réductible, fraction modérément réductible, fraction résiduelle. En connaissant ces
diverses relations boue-métal plusieurs chercheurs ont voulu extraire les métaux des boues a
I'aide d'un ensemble de techniques.

Parmi les solutions proposées et appliquées pour extraire les métaux aussi bien a partir
des populations pures de laboratoire qu'a partir des populations mixtes, complexes et incon-
nues d'un systéme de boues activées, il y a : 'élutriation, I'acidification, le remplacement
pard'autres ions 1'utilisation des complexants. La plupart des auteurs utilisent un mélange de
plusieurs de ces techniques (SCOTT et HORLINGS, 1975 ; HAYES et al,, 1979 ; JENKINS
etal, 1981 ; LAKE et al., 1984 ; GOULD et GENTELLI, 1984 ; ALIBHAI et al., 1985 ; LE-
GRET et al., 1983, 1987 ; KEMPTON ¢t al., 1987).

L'élutriation consiste en un ou plusieurs lavages de la boue par de I'eau non contaminée
avec des métaux de fagon 2 obtenir les premitres quantités de métaux présents dans la boue
sous "forme soluble" (ADAMS, 1965) quoique, dans la plupart des cas, les quantités extraites
ne sont pas trés élevées. Par exemple, JENKINS et COOPER (1964) ont montré que par cette
méthode les pourcentages extractibles en Cu*2, Ni*2 et Zn*2 étaient respectivement de 0,3 ;
14,3 et 1,7%. Lorsque LANGERWERFF ¢t al. (1976) séchent les boues avant de les laver
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avec de 'eau de robinet contenant 0,6 M CaCl,, les pourcentages d'extraction augmentent 3 2,
11 et 36% pour le Cu*2, Cd*2 et Zn*2 respectivement.

Les formes extractibles ou facilement échangeables du métal peuvent étre extraites en
utilisant de 0,1 & 0,5 M d'acétate d'ammonium, mais le rendement est inférieur &2 1% (AN-
DERSSON, 1975).

Enfin les métaux peuvent étre complexés (adsorbés-absorbés) a la matidre organique ou
a des composants cellulaires (surtout 3 des groupements fonctionnels). Ce phénomene a €té
observé par CALLANDER et BARFORD, 1983. L'extraction de ces métaux est encore plus
difficile et nécessite des réactifs plus "forts". JUSTE et al. (1977) et LUND et al. (1985) réali-
sent des extractions en utilisant des acides type : HCl, H,SO,4 ou des mélanges comme KCl
0,1 N ; DTPA ; EDTA ; NTA ; ces derniers sont des cations ayant une plus grande affinit€ que
les ligands pour les métaux.

- La figure 22 résume les différents types de réactifs utilis€s pour I'extraction des métaux
des boues activées : 1'eau (€lutriation) est trés utilisée pour les formes solubles, le KNO; pour
les formes exchangeables, mais pour les formes fixées 3 la matitre organique ce sont les com-
plexants type DTPA, EDTA. Enfin pour les formes résiduelles c'est le HNO; le plus utilisé.
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Figure 22 : Différents réactifs utilisés pour I'extraction des métaux des boues activées (LAKE et al,, 1984).
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Un trés bon exemple (Tableau 15) a été donné par STOVERg_Lg,L (1976) surrl'extraction
des métaux présents dans une boue par différents réactifs chimiques les plus utilisés.

Tableau 15 : Pourcentages d'extraction des métaux d'une boue digérée

anaérobie par les différents réactifs.
Elément KNO,3 KF Nap,0,| EDTA HNO,
Cd (ID) 0 0 14,8 48,8 17,5
Cu (II) 6,4 10,4 10,4 22,5 35,1
N1 (II) 13,9 8.3 14,2 32,4 6,8
Zn (II) 0,3 0,4 50,3 18,2 9,3

D'aprés le tableau 15, ce sont les complexants type EDTA les plus efficaces dans l'ex-
traction des métaux d'une boue digérée en sachant que les concentrations utilisées sont trés
faibles par rapport aux autres réactifs. Les techniques d'extraction des métaux par les comple-
xants reposent sur la possibilité de dissociation du complexe métal-biomasse. Les complexants
présentent une affinité pour le métal plus forte que celle des sites de fixation dans la cellule ;
d'autre part, les complexants organiques et de synthése possédent des groupements fonction-
nels en plus grande quantité, préts a intervenir dans le piégeage des métaux. Les complexants
les plus utilisés dans les techniques d'extraction sont : EDTA, DTPA, NTA (LAKE gt al.
1984).

. EDTA : Acide éthyléne diamine tétracétique : C,oH;40gN,
PM =292,25 g/mol.

+ - - oyt
H' "00C-CH, CH, - COO'H
N-HC=CH-N

H' '00C-CH,~~ CH,-COO H'
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. DTPA : Acide diéthyléne triamine pentaacétique : Cy4H30,¢N3
PM = 393,35 g/mol.

-

COO'H
|
H''00C-CH, |CH2 CH, - COO'H"
~N
. _N-H,C~CH,-N-HC~CH,-N_ .
H'"00C- CH, CH, - COO'H

. NTA : Acide nitrilo triacétique : CgHgOgN
PM = 191,14 g/mol.

. _ CH,-COO'H'
H - - -
00C- CH,-N

CH, - COO'H"

Figure 23 : Formules semi-développées des complexants EDTA, DTPA, NTA (Merck index
1983).

L'action des complexants dépend du pH et de leur concentration. Ainsi NORWELL et
LINDSAY (1972) observent l'influence du pH sur "l'affinité métal-ligand" : le cuivre et le zinc
additionnés 2 des sols de pH différents sont faiblement complexés a un pH de 5,8 alors qu'a
partir d'un pH de 6,8 le taux de métal complexé atteint les 50%, indiquant qu'a pH alcalin
(faible concentration en protons) les complexants du sol sont moins compétitifs que le DTPA
pour ces deux métaux. Ces mémes auteurs ont travaillé avec 'EDTA et observent que les
complexes EDTA-Cu et EDTA-Zn ont une stabilité maximale & pH = 6,8. Au-dela de ce pH, le
Ca?* déplace ces métaux du fait de sa forte affinité pour I'EDTA.

GARDINER (1976) s'intéresse également 2 'affinité de 'EDTA vis-a-vis du cuivre, du
cadmium et du zinc. Intégrant des données de SILLEN et MARTELL (1964 et 1971), il ob-
serve des "affinités relatives” de 'EDTA pour différents cations, décroissantes selon Cu* >
Cd2+ > Zn?*. Le cuivre en présence d'EDTA 2 10-°M et d'autres complexants inorganiques
(CO52 2 103M.OH) est préférentiellement sous la forme Cu-EDTA. D'autre part le cadmium
est complexé 2 plus de 90% par 'EDTA pour des concentrations respectives de 100 mg Cd/l et
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5x10” mole EDTA/I. Enfin, le remplacement de 'EDTA par le NTA conduit 2 une augmenta-
tion du taux de métaux complexés, avec 10 fois plus pour Cu?* et 4 fois plus pour Cd?*,
Selon BARICA et al. (1973), I'EDTA est plus efficace dans la complexation du Zn2*.

Ces complexants de synthése 2 forte concentration ont une action toxique pour certaines
souches bactériennes en piégeant et en arrachant les cations fixés sur les structures et qui sont
indispensables 2 la cellule : c'est le cas de 'EDTA qui selon GRAY et WILKINSON (1965)
déstructure les parois isolées de certaines bactéries sensibles comme Pseudomonas aerugino-
sa.

Ces complexants ont également été employés dans les techniques d'extraction lors
d'études de métaux dans les boues activées. LAKE et al, (1984) relevent ainsi l'utilisation
du DTPA dans la mise en évidence des formes "disponibles” des métaux, c'est-3-dire liées a la
biomasse mais extractibles par l'action de complexants forts. LEDTA est aussi utilisé pour
déplacer les métaux.



3. MATERIEL ET METHODES
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3.1. PSEUDOMONAS FLUORESCENS

Pseudomonas fluorescens (Institut Pasteur 6326), largement distribué dans I'environ-
nement, a été choisi comme représentant des bactéries gram négatives, permettant d'obtenir les
trois enveloppes cellulaires : membrane externe (M. ext), peptidoglycane (PG), membrane cy-
toplasmique (M.C.), qui serviront de support & notre recherche au niveau de fractions isolées.

Cette souche a été cultivée 2 30°C sous agitation dans un bouillon nutritif peptoné, pH =
6,9 (bio Mérieux 51101) et conservée 2 4°C sur gélose inclinée (bio Mérieux 51381).

Les cellules de Pseudomonas ont un diametre d'environ 0,7-0,8 um et une longueur de
2,3 22,8 um, Elles présentent plus d'un flagelle qui leur permet la mobilité. Dans le cas de
Pseudomonas fluorescens , il y a production d'un pigment fluorescent (type pyoverdine). P.
fluorescens est oxydase, citrate et 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 température optimale de croissance est
25-30°C en aérobie. Sur une gélose nutritive, les colonies de P. fluorescens sont petites, ron-
des, plates et incolores. Sur un milieu ot 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 verditres ou brunitres et lactose négatives (cette description est loin d'étre comple-
te, elle se limite 2 donner quelques détails et 3 présenter le matériel biologique employé dans
cette étude).

3.1.1. Pseudomonas fluorescens_pour le fractionnement des enveloppes

La suspension de P. fluorescens utilisée pour le fractionnement des enveloppes cellulai-
res a été obtenue par culture en laboratoire en plusieurs étapes : Un tube contenant 10 ml de
milieu nutritif (NB) (bio Mérieux 51101, pH 6,9) a été inocul€ avec le contenu d'une culture
pure de P. fluorescens cultivé en aérobie dans une gélose inclinée d'agar nutritif pendant
17-24 heures 2 30°C. Un erlen (250 ml) contenant 100 millilitres de bouillon nutritif a €t€ en-
semencé avec les 10 ml de l'inoculum déja préparé puis laissé pendant 24 heures & 30°C sous
agitation.

Des échantillons de 20 ml de cette culture ont ensuite été introduits stérilement dans 5 er-
lens contenant chacun 700 ml de milieu (BN) placés pendant 24 heures sous agitation & 30°C
afin d'obtenir une forte production de cellules en phase stationnaire.
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Les cellules bactériennes ont été récupérées du milieu par centrifugation 4 25 000 g pen-
dant 30 min 2 température ambiante pour étre ensuite lavées avec un méme volume de solution
saline stérile (NaCl : 0,85%). Les culots obtenus ont été remis en suspension dans un volume
final de 250 ml de solution saline stérile pour obtenir une concentration bactérienne de l'ordre
de 4,5x10!! bactéries par millilitre (soit 589 mg de poids sec), nécessaire & l'obtention d'une
quantité suffisante et mesurable des structures bactériennes.

3.1.2. Préparation d'une suspension de Pseudomonas fluorescens pour les
is d' lation d ¢t : .
En ce qui concerne les essais de contamination par des métaux apres culture, une sus-
pension de Pseudomonas fluorescens (d'environ 108 bactéries/ml) a été préparée dans de l'eau
distillée stérile 2 partir de colonies bactériennes obtenues sur gélose nutritive (Bio Mérieux

51381 a 23 g/l) aprés 24 heures d'incubation & 30°C. Cette suspension a €té filtrée au travers
d'une toile 2 bluter (5 pm) pour séparer les aggrégats bactériens.

3.1.3. Préparation d'une suspension de Pseudomonas fluorescens pour.
I is d' lati : i e | .

Pour les essais de contamination par des métaux au cours de la croissance bactérienne, la
souche de P. fluorescens a été cultivée dans un bioréacteur alimenté en continu : les parametres
étaient une température de 30°C, un pH de 7,5, un débit d'alimentation Q = 110 ml/heure et un
taux de dilution D = 0,22 h™! pour un milieu peptoné bio Mérieux 5111 dilué au 1/2 (12,5 g/1)
puis au 3/4 (18,75 g/1). Les concentrations bactériennes ont ét€ déterminées par 1a méthode de
numération en gélose et exprimée en unité formant colonie (cf 3.2.1).

3.1.4. Boues de station d'épuration

Les échantillons de boues testés proviennent de stations d'épuration traitant des eaux
usées 2 charge urbaine et industrielle. Un premier lot était prélevé 2 la station de Metz, au ni-
veau du bassin d'aération et du filtre-presse, le second était fourni par la station de Bordeaux,
prélevé A trois niveaux : le décanteur secondaire, le digesteur et le filtre-presse. L'état physique
des boues variait selon l'origine :
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- les boues de bassin d'aération (appelées boues activées), treés fluides, sont une sus-
pension de biomasse dans un effluent ;

- les boues de décanteur secondaire et de digesteur sont épaissies (humidité résiduelle
80%) ;

- les boues provenant de filtre-presse sont solides (humidité résiduelle de 30 2 50%).

Les échantillons prélevés étaient conservés dans des récipients en polyéthyléne, en
chambre froide & 4°C avant utilisation.

3.2. NUMERATION DES BACTERIES

Les numérations bactériennes ont ét€ effectuées par deux méthodes : (a) la méthode des
unités formant colonies (U.F.C.) et (b) le comptage microscopique par épifluorescence
(LEITZ, Ref : 513523 avec une lampe 50W HBO).

a. La méthode des unités formant colonies (U.F.C.) vise & évaluer le nombre de
bactéries capables de se multiplier sur une gélose nutritive (bio Mérieux 51381) apres incuba-
tion de 24 heures  30°C de I'échantillon ou de ses dilutions au 1/10 dans I'eau physiologique
(NaCl 0,85%).

b. Le comptage microscopique par épifluorescence permet le dénombrement de tou-
tes les bactéries mortes et vivantes, colorées par l'acridine orange et rendues fluorescentes par
la lumiére ultra-violette (MAIGNAN, 1985 ; DELATTRE, 1986). La numération a €té effec-
tuée apres filtration des suspensions bactériennes sur des filtres en acétate de cellulose de 0,45
pm de porosité, 47 mm de diametre, stériles (Sartorius R Ref SM. 13006. 047. ACN). Cette
filtration a été réalisée avec une trompe 2 eau, sous faible dépression.

La coloration des bactéries a €té obtenue avec une solution de Triton X 100 et une solu-
tion d'acridine orange conservée & +4°C. La solution de Triton X 100, fraichement préparée
contenait : Triton X 100 = 0,1% V/V, Saccharose = 0,2 M, EDTA = 0,001 M, acide citrique
monohydraté = 0,02 M, phosphate monopotassique = 0,02 M, eau distillée filtrée, stérile
q.s.p. 1 litre. :
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La solution d'acridine orange, fraichement préparée, contenait : acridine orange 0,1%
P/V, chlorure de sodium = 0,1 M, acide citrique monohydraté = 0,01 M, phosphate monopo-
tassique = 0,01 M, eau distillée filtrée, stérile q.s.p. 1 litre.
La coloration a été réalisée en six étapes successives :
1. Séchage des filtres
2. Trempage dans la solution de Triton X 100 pendant 1 minute 30 secondes
3. Ringage pendant 30 secondes dans l'eau distillée, filtrée
4..Trempagc dans la solution d'acridine orange pendant 12 minutes
5. Ringage pendant 30 secondes dans l'eau distillée, filtrée
6. Séchage.
Le comptage des bactéries colorées a I'acridine orange a €té effectué & I'aide d'un mi-

croscope optique (Leitz) équipé pour permettre une observation par épifluorescence (Lampe de
50W HBO). Le nombre n de champs & compter a ét€ déterminé par la formule suivante :

V)= 1-f

X Sl2

ol f = n/203500 = nombre total de champs
n = nombre de champs comptés
S1 = écart-type des LnX calculé sur un échantillon trés grand et le plus représentatif
possible de la population
V(X) = écart-type sur la moyenne (X) (oi x = Lnx) (COCHRAN, 1977).

* La mesure de densité optique a été choisie pour déterminer la concentration bactérienne
de suspensions de Pseudomonas fluorescens dans 'eau physiologique (NaCl 0,85%), ou dis-
tillée, suprapure ou dans un bouillon peptoné. Son principe est, & partir d'une droite étalon
établie entre la densité optique & 620 nm (DOg;) et 1a concentration X d'une suspension bac-
térienne dans un milieu déterminé, de connaitre la concentration en bactéries par ml d'une sus-
pension bactérienne par mesure de sa densité optique 2 620 nm. L'équation établie est du

type :
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DOgyp = a + b . X (bactéries/ml)

soit X = (DOgyq lue - a)/b
Y =0,0176 X + 0,0031 (r = 0,9996 pour 7 dilutions)

Y = unités en D.O. 2 620 nm

X = nombre de bactéries/ml/dilution.

3.3. TECHNIOUE DE SEPARATION DES ENVELOPPES CELLULAIRES

a) Isolement des memb. Xlerm

Les membranes externes ont €té préparées selon la méthode légérement modifiée de
FORSBERG et al. (1970b). Les bactéries ont été centrifugées 2 16 000 g pendant 30 min 2
4°C, les surnageants étaient alors €liminés. Les cellules ont ét€ lavées trois fois dans un méme
volume de solution saline stérile afin d'éliminer un maximum de matériel organique ou de mo-
1écules du milieu par centrifugation & 16 000 g pendant 30 min 4 4°C.

Les cellules entitres ainsi lavées étaient mises en suspension dans une solution de sucro-
se 0,5M dans la moitié du volume initial, pour l'extraction des membranes externes. Cette
suspension a été incubée & 25°C pendant 30 min sous agitation et centrifugée 2 35 000 g pen-
dant 20 min. La procédure était répétée 4 fois. Les culots contenant les muréinoplastes (cellu-
les sans membrane externe) ont &t€ remis en suspension dans 70 ml de solution saline stérile et
stockés par congélation A -25°C. Les 5 surnageants obtenus préalablement sont centrifugés 2
73 000 g pendant 2 heures 3 4°C, les microculots de cette centrifugation contiennent les mem-
branes externes. Ils sont alors dilués pour avoir un volume final de 10 ml dans une solution
saline stérile (NaCl 0,85% pH = 7,2). Cette fraction est conservée A -25°C.

b) Préparation du peptidoglycane

Le peptidoglycane a été isolé en utilisant la méthode modifiée de YAMATO ¢t al. (1975).
30 ml de la suspension de muréinoplastes ont été dilués pour obtenir un volume final de 100
ml dans un tampon tris-HCl, pH = 8,0. Une quantité de S.D.S. (Sodium dodecyl sulfate ;
Serva 20760) a été ajoutée 2 1a suspension contenant les muréinoplastes pour avoir une con-



91

centration finale de 20 mg/ml. Ce mélange a été incubé pendant une heure & 25°C avec agita-
tion de fagon 2 solubiliser la membrane cytoplasmique. Apres incubation, la Shspension aété
centrifugée 4 24 000 g pendant 30 min 2 4°C. Les culots ont €t€ remis en suspension dans 100
ml de solution saline stérile, placés dans la glace, et soniqués (avec un sonicateur PONS type
20-200S) pendant 5 min avec des interruptions toutes les 20 secondes. Puis 25 mg de déoxy-
ribonucléase et de ribonucléase ont été ajoutés 2 la suspension, laquelle est ensuite incubée 2
25°C pendant 15 min, aprés quoi elle est centrifugée 2 78 000 g pendant 40 min 2 18°C afin
d'obtenir dans les culots la fraction qui contient le peptidoglycane. Cette fraction est diluée
dans 10 ml de solution saline stérile et congelée a -25°C.

c) Préparation des membranes cytoplasmiques

Les membranes cytoplasmiques ont €té préparées A partir d'un aliquote de la suspension
de muréinoplastes selon la méthode proposée par MARTIN et Mac LEOD (1971). 30 ml de 1a
suspension de muréinoplastes dans 0,5M sucrose ont été dilués 10 fois dans un tampon tris-
HCl pH = 8,0 plus 0,05M Mg SO, de fagon a obtenir 300 ml de suspension a une concentra-
tion 0,05M de sucrose. La suspension de muréinoplastes est alors incubée & 25°C pendant 30
min permettant ainsi la stabilisation de la membrane cytoplasmique avec Mg?* (BADDILEY ¢t
al., 1973 ; COSTERTON et al,, 1967 ; MARTIN et Mc LEOD, 1971).

La suspension ainsi stabilisée est ensuite laissée & 30°C pendant 1 heure (de plus) avec
agitation aprés avoir ajouté 1 mg/l de lysozyme (SIGMA L-7001). La formation des protoplas-
tes par digestion du peptidoglycane était contrdlée au microscope a contraste de phase comme
l'avaient suggéré THOMPSON et al. (1970). (Les cellules perdant leur forme bacillaire pour
devenir rondes).

La suspension de protoplastes a été centrifugée a2 11 000 g pendant 20 min & 4°C. Les
culots ont é&té mis en suspension dans 150 mi de tampon tris-HCl pH = 8,0 et de nou-
veau centrifugés A 11 000 g pendant 20 min & 4°C. Les culots contenant les protoplastes lavés
ont &t€ remis en suspension dans 300 ml d'eau distillée & 4°C et placés dans un bain de glace
avec agitation pendant 30 min pour briser les protoplastes. Alors 25 mg de déoxyribose (SIG-
MA chemical Co., pancreas de boeuf, 525 Kunitz units/mg protéine) et 25 mg de déoxyribo-
nucléase (SIGMA chemical Co., pancreas de boeuf, 525 Kunitz units/mg protéine) ont €té
ajoutés afin d'éliminer les acides nucléiques. L'ensemble a ét€ incubé avec agitation pendant
15 min a 25°C. Finalement, la suspension a été centrifugée 2 73 000 g pendant 1 heure 3 4°C
afin d'obtenir des microculots contenant les membranes cytoplasmiques, lesquelles ont €té di-
luées dans 10 ml de solution physiologique 0,85% stérile, et stockées & -25°C.
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3.4. MESURE DES POIDS SECS

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) gravimétrie apres lyophilisation et (b) gravimétrie apres filtration et séchage.

a) Aprés lyophilisation : le poids sec des cellules entitres, muréinoplastes et des enve-
loppes (membrane externe, peptidoglycane et membrane cytoplasmique) de Pseudomonas
fluorescens a été mesuré aprés lyophilisation dans des ampoules en verre bien lavées et sé-
chées. Un millilitre de chaque fraction est introduit dans chaque ampoule, laquelle avait €té
préalablement pesée. Aprés lyophilisation (2 I'aide d'un lyophilisateur CD 52 Herosicc), les
ampoules sont & nouveau pesées. Les résultats sont obtenus par différence entre les poids secs
(toutes les mesures sont faites en triplicat) et ramenés & 1'échantillon initial de chaque structure.
Un témoin NaCl est fait en pesant 'ampoule plus 1 ml d'eaun physiologique 0,85% NaCl.

b) Apres filtration et séchage : cette technique est utilisée dans le cas de suspensions bac-
tériennes et des boues activées, d'aprés la norme AFNOR T90.105. Un filtre Millipore 0,45
pm, préalablement séché 1 heure 2 105°C et pesé, est déposé sur un support en verre fixé sur
une fiole A vide. La pompe 2 vide étant mise en fonctionnement, 2 ml de suspension bacté-
rienne homogénéisée sont placés sur le filtre. Apreés 2 a 3 minutes, le filtre est mis  sécher a
I'étuve 2 105°C pendant 3 heures puis pesé. La différence de poids du filtre correspondant au
poids sec des 2 ml de suspension bactérienne a été finalement exprimée en mg/1.

Dans le cas des boues de décanteur secondaire, de digesteur et de filtre-presse, le préle-
vement par pipette et la filtration sont ici inadaptés. La téchnique consiste alors 2 placer, sur un
filtre Millipore 0,45 pm préséché A 105°C pendant 1 heure et pesé, une quantité d'environ 2 g
d'échantillon puis A placer le filtre & 'étuve & 105°C jusqu'a 'obtention d'un poids constant.
La différence de poids indique le poids sec de la biomasse rapportée au poids frais.

3.5. DOSAGE DES MAROUEURS DES ENVELOPPES

Le choix des marqueurs a été fait de maniére a évaluer la pureté et le degré de contamina-
tion d'une fraction par une autre, mais aussi par leur caractére de spécificité vis-a-vis de cha-
que fraction.
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Le 2-céto-3-déoxyoctanate (K.D.O.) a été choisi comme marqueur spécifique de la
membrane externe (OSBORN et al., 1972 ; THORNE et al,, 1973) ; 1a succinate déshydrogé -
nase (S.D.H.) pour la membrane cytoplasmique (KASAHARA et ANRAKU, 1974) ; les he-
xosamines ont été dosées pour identifier la fraction peptidoglycane (COSTERTON gt al,,
1967). Les dosages des protéines et du phosphore ont été aussi effectués.

a) Dosage du 2-céto-3-déoxyoctanate

La quantité du 2-céto-3-déoxyoctanate (K.D.O.) présente chez Pseudomonas fluores -
cens (cellules entiéres, muréinoplastes et les enveloppes cellulaires) a ét€ estimée & partir de la
méthode proposée par AMINOFF (1961) aprés minéralisation des échantillons. Le principe du
dosage repose sur la réaction entre le K.D.O. et I'acide thiobarbiturique en milieu acide (pério-
dique plus sulfurique) qui conduit 2 la formation d'un complexe coloré rose susceptible apres
une extraction au butanol d'un dosage colorimétrique 549 nm.

Les échantillons 2 analyser (1 ml) sont traités avec 5 ml d'acide trichloroacétique a 10%
(OSBORN ¢t al., 1972) A 1a température de la glace fondante. Le précipité formé est récupéré
par centrifugation & 14 000 g & 4°C pendant 10 min. Le culot est repris avec 0,7 ml HySO,
0,018 N et la solution obtenue est minéralisée par chauffage des tubes fermés & 100°C pendant
20 min a I'étuve. ‘

Le dosage du K.D.O. est conduit sur 500 pi1 de minéralisat auxquels sont ajoutés 250 pl
d'acide périodique 25 mM 2 pH : 1,2 (préparé dans une solution d'acide sulfurique 0,125 N).
Apres mélange et incubation 2 37°C pendant 30 min, 200 pl d'arsénite de sodium 2% dans
l'acide chlorhydrique 0,5 N sont ajoutés puis incubés & 37°C. Apres cette période sont addi-
tionnés 2 ml d'acide thiobarbiturique 0,1 M 2 pH : 9,0. La coloration rose attendue se déve-
loppe pendant 7,5 min dans I'eau bouillante. Au terme de ce temps de réaction, les tubes sont
refroidis 2 température ambiante puis 5 ml d'un mélange acide-butanol (95 ml de butanol + 5
ml HC1 12 N) sont alors ajoutés. Apres agitation sur vortex et repos de quelques minutes, la
phase organique supérieure est prélevée et luc 2 549 nm contre un blanc butanol-acide.

LaD.O. lue est traduite en pmoles de K.D.O. en utilisant une courbe étalon préalable-
ment réalisée dans les mémes conditions, avec une solution standard de K.D.O. (de 0 2 50
pmoles par mi). L'équation de cette droite étalon est :

Y =0,00734 X - 0,0048
(r =0,9936 pour 5 concentrations)
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Y = unités D.O. 2 549 nm
X = umoles 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 l'ordre de 11% par rap-
port 2 la droite précédente. Aussi pour cette raison, il était impératif de répéter la gamme étalon
a chaque dosage.

b) Dosage de la succinate déshydrogénase

L'activité de la succinate déshydrogénase a été mesurée sur les cellules et les extraits
d'enveloppes de P. fluorescens selon une méthode proposée par NACHALS et al. (1960), et
adaptée par KASAHARA et ANRAKU (1974).

 Le dosage de cette enzyme présente dans la membrane cytoplasmique des bactéries est
effectué par la mesure de la dégradation de la couleur du 2,6-dichlorophénolindophénol
(MERCK 3028) et de la phénazine méthosulfate (SIGMA P9625) (DC PIP et PMS respecti-
vement) réduits par 'enzyme activée et susceptibles d'étre détectés par la décroissance de la
D.O. 2 600 nm 2 25°C pendant une minute de réaction.

Dans une cuve pour spectrophotométrie, 500 pl de tris-HCl 300 mM a pH = 8,0, 500 ul
de KCN 24 mM et 500 pl de succinate de sodium a 240 mM sont ajoutés, mélangés et laissés
pendant 5 min 2 25°C. Apres cette période de préincubation, 500 pl de la fraction contenant
I'enzyme sont ajoutés, 'ensemble est alors laissé pendant 1 min 2 25°C. 500 pl de la solution
DCPIP 0,24 mM et P.M.S. 1,2 mM sont ensuite ajoutés dans I'ordre et laissés au repos 4 min
supplémentaires. Le programme du spectrophotométre (KONTRON-UVIKON 812) est alors
déclenché, de fagon A réaliser 5 lectures 2 12 secondes d'intervalle pendant 1 min 425°Ceta
une longueur d'onde de 600 nm.

La A D.O. entre la premiere et la derniére lecture est établie et les résultats sont rappor-
tés 2 la quantité de protéines contenues dans chaque fraction, préalablement dosées.

AD.O. = €L A concentration en S.D.H.

A concentration en S.D.H. = A D.O./eL. x mg protéines-!
€ = coefficient d'extinction (2,2 x 10 cm!.mole™?)

L = longueur du trajet optique dans la cuve (cm?).



95

Des essais supplémentaires ont été effectués sur des fractions et cellules bactériennes
apres 15 jours de congélation et traitées au sonicateur, poui' évaluer un ﬁdssible effet de ces
traitements. Aucune modification importante de l'activité de I'enzyme n'a été remarquée (au
maximum, de 'ordre de 3%) par rapport aux dosages effectués avec des fractions non conge-
lées ni soumises aux ultrasons.

c) Dosage des hexosamines

Les hexosamines présentes dans les fractions 2 analyser ont été dosées par la méthode
d'ELSON-MORGAN, modifiée par MONTREUIL et SPIK (1963), aprés minéralisation des
échantillons.

La détermination quantitative des hexosamines est basée sur le dosage 2 520 nm d'une
molécule colorée produite par réaction entre le p-diméthylaminobenzaldéhyde et un dérivé pyr-
rolique obtenu par contact de 1a fraction 2 analyser avec I'acétone en milieu alcalin.

Les échantillons ont ét minéralisés en ajoutant 1 ml d'acide chlorhydrique HCI1 (12 N) &
1 ml d'échantillon 4 100°C pendant 3 heures. La réaction est stoppée, apres refroidissement et
centrifugation des échantillons & 2 500 g pendant 15 min par neutralisation d'un millilitre de
surnageant avec 2 ml de NaOH 6 N. La gamme étalon a été préparée 2 partir de D-glucosamine
(MERCK 4113). '

Dans des tubes de 50 ml, préalablement traités A 'acide chlorhydrique 1% et lavés a
I'eau déminéralisée et distillée, ont été successivement ajoutés 2 ml d'échantillon a doser et &
minéraliser, 1 ml d'une solution d'acétyl-acétone (acétylacétone 14% (MERCK 9600) vol/vol,
carbonate de sodium anhydre (MERCK 6392) 1,25 N) et 1 ml d'eau distillée. Les tubes ont
été bouchés et agités au vortex pendant 15 sec, et placés pendant 10 min dans un bain-marie
bouillant. Apres refroidissement dans la glace, 5 ml d'alcool 96% ont été ajoutés. Les tubes
sont agités pendant 15 sec et placés dans un bain-marie 2 75°C pendant 5 min. Un millilitre de
réactif dEhrlich (p. diméthylaminobenzaldéhyde, MERCK 3058, 5,32%) pds/vol dans l'acide
chlorhydrique pur concentré) est ajouté dans chaque tube trés lentement. Les tubes sont main-
tenus pendant 15 min 3 75°C (pour les tubes qui vont servir de blanc, le réactif dEhrlich a été
substitué par 1 ml d'acide HCL 12 N). Apres refroidissement, 5 ml d'alcool 2 96% sont ajou-
tés. Les tubes ont été agités pendant 30 sec et placés pendant 30 min & I'obscurité. La colora-
tion rose qui se développe est lue 2 520 nm.

Bien que la méthode soit assez reproductible, la précision varie de 2% a 9%. 1l est sou-
haitable de faire une nouvelle gamme étalon avec des réactifs neufs pour chaque dosage. Les
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hexosamines ainsi dosées sont exprimées en pg/ml ; la droite de 1a gamme étalon est faite a
partir de I'équation :

Y =0,0249 X +0,1751
(r = 0,9962 pour 5 concentrations)

Y = unités en D.O. & 520 nm
X= g d'hexosamines / ml d'échantillon.

d) Dosage des prot€ines

Le dosage des protéines a été conduit sur les cellules entiéres, muréinoplastes et les trois
fractions contenant respectivement la membrane externe, le peptidoglycane, et la membrane
cytoplasmique de P. fluorescens. La méthode colorimétrique utilisée est celle de BRADFORD
(1976) qui fait intervenir un colorant (le bleu de coomassie) capable de se lier aux protéines et
de former un complexe coloré bleu par interaction des groupements anioniques du colorant
avec les groupes aminés des protéines. Cette coloration est stable pendant une heure et suscep-
tible d'étre lue & 595 nm.

Les échantillons subissent une extraction dans un solvant organique (dichlorométhane
1/5), pour permettre le dosage de toutes les protéines et éviter les réactions hydrophobes des
fractions placées dans un milieu aqueux.

Dans des tubes bien nettoyés dans I'acide HCl 1% et dans l'eau déminéralisée distillée,
100 ul de chaque échantillon sont introduits et 900 p! de réactif d¢ BRADFORD (bleu de
coomassie 6-250 dans l'éthanol & 96% et dans l'acide orthophosphorique ; l'ensemble est
dilué dans l'eau distillée 2 4°C et filtré avant la manipulation). Les tubes sont ensuite agités au
vortex pendant 30 sec, et lus 2 595 nm.

La gamme étalon a €té faite avec des protéines (Bovine Sérum albumine dans une solu-
tion de NaCl 0,15 M). Tous les dosages ont &té effectués en triplicat pour les échantillons &
analyser comme pour la gamme. Dans l'ensemble, la variation d'une gamme 2 l'autre est inf¢-
rieure A 7%, 1'équation de la droite de la gamme étalon est la suivante :

Y =0,00443 X - 0,0143
r = 0,9984 pour 10 concentrations
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Y =D.0.2 595 nm
X =[] de protéines en pg/ml.

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 extraction des lipides en présence de nitrate de magnésium. Le phosphore forme
alors un complexe coloré bleu avec le phosphomolybdate susceptible d'étre lu 2 une D.O. de
820 nm.

Dans des tubes nettoyés a I'acide chlorhydrique 1%, 100 1 d'échantillon sont introduits
et 30 pl de Mg (NO3),, 6 HyO (2 10% dans I'éthanol 96%). L'ensemble est chauffé directe -
ment 2 la flamme d'un bec Bunsen jusqu'a évaporation. 300 ul d'H,S0, (6 N) sont alors
ajoutés et les tubes sont placés dans un bain-marie bouillant pendant 15 min (en cas de précipi-
tation une extraction organique est nécessaire avec du dichlorométhane). Apres refroidisse-
ment, 700 pl du mélange colorant (heptamolybdate d'ammonium 2,5% 1 volume, de 'eau dis -
tillée 2 volumes, 1 volume d'acide sulfurique 6 N et 1 volume d'acide ascorbique 10%) sont
ajoutés ; les tubes sont & nouveau placés dans un bain-marie 3 45°C pendant 20 min ; I'appari-
tion d'une coloration bleue est observée, susceptible d'étre lue a2 820 nm contre un blanc eau
distillée plus mélange colorant.

La gamme étalon est réalisée avec Na,HPO,.2H,0 2 différentes concentrations jusqu'a
2 pg/ml plus mélange colorant. La méthode est assez reproductible (C.V. entre 2% - 5%). Il
est souhaitable de préparer les réactifs & chaque manipulation et les maintenir 3 4°C ; I'équation
de la droite de 1a gamme étalon est : '

Y =0,4626 X - 0,0031
r = 0,9997 pour 6 concentrations

Y=D.0O.2820nm
X = pg de phosphore / ml.
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f) Dosage du DNA et RNA

Le dosage du DNA et RNA a été effectué sur les fractions contenant les enveloppes cel-
lulaires pour évaluer les probables contaminations, selon la méthode proposée par SCHNEI-
DER (1975).

La détermination des acides nucléiques se fait par une réaction entre les pentoses des
acides nucléiques et la diphénylamine en milieu acide (acide acétique plus sulfurique) donnant
une molécule colorée bleue lue 3 600 nm. Les gammes étalon sont faites en utilisant le DNA et
RNA (SIGMA) purs a différentes concentrations.

Un millilitre d'échantillon est mis en présence de 2 ml de réactif diphénylamine (1 gr de
diphénylamine plus 100 ml d'acide acétique et 2,75 ml dHSO4) et placé pendant 10 min
dans un bain-marie bouillant et lus 2 600 nm.

3.6. BLOCAGE DES GROUPEMENTS CARBOXYLIQUES

Les groupements carboxyliques étant souvent reconnus comme capables de fixer des
métaux (BEVERIDGE et MURRAY, 1980), il est apparu important de vérifier cette observa-
tion pour les enveloppes bactériennes.

a) Réalisation de la réaction de blocage

Les groupements carboxyliques des enveloppes bactériennes de P. fluorescens ont été
bloqués par un ensemble de réactions chimiques ayant pour but de masquer ces groupements
libres. La teéhnique retenue est celle de DOYLE et al, (1980) et met en jeu deux réactifs de
blocage. La réaction théorique de blocage des carboxyles est résumée sur la figure 24.

Les fractions préalablement obtenues par la méthode de fractionnement et stockées par
congélation A -25°C, contenant les enveloppes de P. fluorescens (M. ext, Pep, M. cyt) ont €té
rapidement décongelées dans un bain-marie a 37°C et diluées dans I'eau suprapure afin d'ob-
tenir une concentration finale de 2 mg poids sec/ml. De 'éthylénediamine 0,5 M et du 1 éthyl-
3,- (3' diméthylaminopropyl)-carbodiimide 0,2 M sont alors ajoutés & la suspension, le mé-
lange est agité et le pH ajusté a 4,8 (le pH est contrOl€ et ajusté 2 I'aide de l'acide chlorhydri-
que). L'erlen contenant la suspension et les réactifs de blocage est continuellement maintenu
sous agitation pendant 6 heures & 22°C.
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carbodiimide 0,2 M

0
P + _ _ N
® —C\O—C/N—HRI + HN-CHj CH,-NH, +
\N—HR2 éthylene diamine 0,5 M
0
® -c?
~ — - - ——
NH, - CHZ-CHZ_@+ R~NH ('; NH-R,

0

Figure 24 : Schéma général de la réaction de blocage des groupements carboxyliques
(d'aprés DOYLE et al,, 1980).

Une heure aprs stabilisation du pH, les fractions sont lavées deux fois dans l'eau su-
prapure et récupérées par centrifugation & 73 000 g pendant une heure a 4°C. Les culots sont
remis en suspension dans le volume initial d'eau suprapure, les suspensions sont alors intro-
duites dans des tubes 2 dialyse (P.M. 6000) et dialysées contre 10 litres d'eau doublement dis-
tillée et déminéralisée pendant 24 heures 3 4°C (cette opération est répétée deux fois) pour €li-
miner l'excédent des réactifs de blocage encore présents.

b) Contrdle de 1a réaction de blocage

Pour estimer la modification des groupements carboxyliques (COO") en NH;" par la
réaction de masquage décrite précédemment, aucune méthode capable de doser la présence ou
la disparition de ces groupements (COO") n'a ét€ mise au point. Quelques méthodes sont pra-
tiquées 2 I'heure actuelle pour doser des aminoacides spécifiques, mais aucune n'indique la
présence de l'ensemble des groupements (COO") dans une enveloppe bactérienne. Pour ré-
soudre ce probléme, nous avons dosé les groupements NH;* par la méthode colorimétrique 2
la ninhydrine proposée par MOORE et STEIN (1948) et ainsi estimé indirectement le succes
de la réaction de blocage des COO". Cette méthode est basée sur la capacité de la ninhydrine &
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former un complexe coloré violacé avec les molécules contenant les groupements NH3* dans
un milieu acide (acide périodique), susceptible d'€tre dosé en spectrophotométrie 8 570 nm. La
gamme est faite par dilution de la glycine dans I'eau ; 'équation de la droite est :

Y =115,2 X + 0,00098
(r = 0,991 pour 5 concentrations)

Y = unités de D.O. 570 nm
X =mg de N aminé / ml.

1 ml de chaque échantillon est mis en contact avec 500 pl du réactif a la ninhydrine
(préparée 2 partir de l'indontrione en présence du fructose et tamponnée avec Na,HPO, +
NaH,PO, dans I'eau). L'ensemble est laissé pendant 16 minutes dans un bain-marie bouillant,
aprés quoi les tubes sont laissés 2 refroidir A température ambiante pendant 20 min. Alors 2,5
ml de solution de dilution sont ajoutés & tous les tubes (acide périodique plus éthanol) ;
aprés mélange au vortex, les tubes sont lus 2 570 nm contre un blanc qui contient 1 ml d'eau
distillée plus 500 pl de réactif 2 la ninhydrine plus 2,5 ml de solution de dilution.
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3.7. IECHNIOUE DE DIALYSE

La technique de dialyse a été utilisée pour mesurer la quantité de métal accumulé par les
enveloppes de P. fluorescens. Les essais sont conduits en réalisant le montage schématisé sur
la figure 25.

Cv: Sac de dialyse
. w/ (P.M. 6000)

Eau suprapure
—gor— (50 ml)

Métal libre — ’

Métal libre =

Fraction d'enveloppe (2 mg)
+

Solution métallique

(de 1 & 20 ppm)

Métal fixé

Figure 25: Schéma du montage pour l'étude de I'accumulation des métaux sur les envelop-
pes cellulaires.

Dans 18 flacons en verre préalablement lavés et traités dans une solution chlorhydrique
3 10% et munis d'un bouchon, 50 ml d'eau suprapure sont introduits. Les 18 flacons sont di-
visés en 6 lots de 3. Les trois flacons de chaque lot regoivent un sac a dialyse SPECTRA POR
(PM 6000) contenant 1 ml de fraction d'environ 2 mg/ml plus un millilitre d'une solution
de métal contenant soit :

109-112¢ g2+ e cadmium marqué 1%Cd?* NEZ 0,58 est fourni par NEN et sa ra-
dioactivité spécifique est de 5 ci/g dans HC1 0,5 M (solution initiale de 100 pci/mL). Le H2cq
froid utilisé est CdCl,.H,O fourni par MERCK. Les concentrations finales sont atteintes apres
I'addition d'une quantité fixe de 1°Cd2* et des quantités croissantes de 12Cd>*.

58-63Ni2+. Le nickel radioactif $3Ni2* NEZ 0,57 est fourni par NEN et sa radioactivi-
té spécifique est de 12 ci/g dans HC1 0,5 M. Le 38Ni2* froid utilisé est NiCl,. 6 H,O fourni
par MERCK. Les concentrations finales sont atteintes aprés I'addition d'une quantité fixe de
63Ni2+ et des quantités croissantes de SNi2*,
T8y
.“.\ ME'I? ;
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63Cu2+. Pour les essais avec le cuivre, seulement du métal froid a été utilisé.
CuCl,.2H,0 fourni par MERCK.

65Zn2+. Dans ce cas aussi, seul le zinc froid a ét€ utilisé€ (ZnCl,, MERCK).

Les concentrations finales de chaque métal  I'intérieur des sachetssont: 1; 2,5; 5;
10 ; 20 ppm pour respectivement les lots 1, 2, 3, 4, 5. Les trois flacons du lot numéro 6 ser-
vant de témoins, regoivent respectivement un sac  dialyse contenant 1 ml d'une solution de
métal 3 1 ppm et 1 ml d'eau suprapure, pour évaluer I'éventuelle fixation de métal sur les sacs
A dialyse.

Les flacons sont alors placés pendant 48 heures & 4°C sous agitation, 2 la suite de quoi
des prélévements de 1 ml sont effectués a I'extérieur du sac a dialyse. Les aliquotes sont pla-
cées dans des fioles de comptage, dans le cas du Cd?* et du Ni?* pour mesurer la radioactivi-
té. Dans le cas du Cu?* et du Zn?* la quantité de métal libre 2 l'extérieur du sachet est mesurée
en spectrophotométrie d'absorption atomique. .

Le métal libre mesuré 2 l'extérieur du sac 2 dialyse apres 1'équilibre sert & calculer la
quantité de métal accumulé par différence entre la quantité de métal introduit initialement dans
les sachets et celui dosé 2 l'extérieur dans la phase liquide. Les résultats sont exprimés sous
forme de représentations de Scatchard. Les essais ont été conduits sur des fractions de P. fluo-
rescens contenant la membrane externe, le peptidoglycane et la membrane cytoplasmique, mo-
difiées ou non.

3.8. SOLUTIONS METALLIOUES TESTEES

Une solution meére de CuCl,.2H,O et une autre de ZnCl, ont €té préparées dans l'eau
suprapure (MERCK) pH = 6,0 et diluées dans cette cau de fagon 2 obtenir des concentrations
finalesde 1;2,5;5; 10; 20 ppm de chaque métal, pour &tre ensuite utilisées dans le protoco-
le d'étude de la fixation des métaux sur les enveloppes bactériennes.

Dans le cas d'accumulation des métaux par une suspension bactérienne de P. fluores-
cens dans l'eau distillée stérile, les concentrations des métaux (Cu2*, Cd?* et Zn?*) ont été
préparées 2 partir d'une solution mére équimolaire 1,007 millimoles/l par dilution de 171,67
mg de CuCl,.2H,0 ; 202,73 mg de CdCl,.H,0 et 137,23 mg de ZnCl, (MERCK, pour ana -
lyse) dans un litre d'cau distillée, pH = 6,51 0,1.
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Par dilution dans l'eau distillée stérile de cette solution mere, 6 solutions ont été prépa-
rées et utilisées pour contaminer les suspensions bactériennes afin de suivre I'accumulation de
ces métaux ajoutés en concentrations croissantes.

Pour le cas de bouillon nutritif contaminé a 100,7 pmoles/l, les sels étaient directement
pesés et dissous dans le milieu nutritif avant stérilisation (137,34 mg de CuCl,.2H,0 ; 162,18
mg de CdCl,.H,0 et 109,78 mg de ZnCl, pour 8 litres), pH =7,4 £ 0,1.

3.9. DOSAGE DES METAUX
Les métaux ont été dosés par deux méthodes selon les expérimentations

a. en radioactivité ,
b. par spectrophotométrie d'adsorption atomique en flamme.

a) Le cadmium (1%Cd) et le nickel ($3Ni) non accumulés par les enveloppes de P. fluo-
rescens ont été dosés dans la phase aqueuse aprés I'équilibre de dialyse (enveloppe plus
métal). Un millilitre de chaque prélévement est placé dans une fiole de comptage avec 15 ml de
solution organique (BECKMAN HP/b ready solv). La radioactivité a ét€ comptée dans un
compteur 2 scintillation liquide (LKB 1211 MINIBETA). Chaque fiole a ét€ comptée trois fois
successivement pendant 10 min, en utilisant la fenétre du tritium réduite (entre 18-30). La cor-
respondance entre ci et cpm a été établie de fagon A exprimer les résultats en pmoles de métal,
en connaissant la concentration du métal radioactif initiale et la mesure du total de cpm de cette
concentration en métal.

b) Le cuivre et le zinc non accumulés par les enveloppes cellulaires ont €té aussi dosés
dans la phase aqueuse aprés équilibre, en spectrophotométrie d'absorption atomique avec
flamme (PERKIN ELMER 2380). Le cuivre (Cu?*) est dosé a 324,7 nm et le zinc (Zn2*) 2
213,9 nm. Le Cd?* est aussi dosé par cette méthode, dans le cas d'accumulation des métaux
par les suspensions bactériennes de P. fluorescens avec une longueur d'onde de 228,8 nm.
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3.10. MINERALISATION DE LA BIOMASSE ET SOLUBILISATION DES
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. Cette technique consiste
a placer au plus 2 g de biomasse seche dans une solution acide (H,0, 25 ml ; HNO; 62%
(MERCK suprapur), 20 ml ; HClIO, 70% (MERCK suprapur) 10 ml) 2 l'intérieur de longs
tubes A minéraliser (PYREX = 30 cm x 4-5 cm diam) fermés par une cloche & condensation et
placés sur une plaque chauffante 2 180°C pendant 4 heures puis 300°C pendant 5 heures. Cha-
que minéralisat refroidi est placé en fiole jaugée, le volume est ajusté & 100 ml par l'eau distil-
1ée utilisée en partie pour le ringage du tube, puis filtré pour €liminer les particules en suspen-
sion dont la silice. Les métaux sont alors dosés par spectrophotométrie d'absorption atomique.

3.11. SOLUTIONS DU COMPLEXANT (N.T.A.)

Le choix de la concentration en complexant s'est porté sur une valeur permettant a priori
une trés bonne extraction avec un excés de complexant soit 10~ moles par litre. Cette quantité
carrespond 2 191,14 mg de N.T.A. par litre, le complexant utilisé est sous forme de cristaux
solides et acides (LH; pour NTA) (produit MERCK pour analyse).

Les solutions aqueuses dont le pH naturel est acide pH = 2,49 pour le N.T.A. 103 M
ont été ajustées 3 une méme valeur de 6,5 + 0,2 par ajout de soude normale. Les solutions
de N.T.A. 0,5 et 0,25 x 10-3M ont été réalisées par dilution de la solution mére 10-3M.

3.12. PREPARATION DU MATERIEL

Dans toutes les expérimentations, tout le matériel ayant contenu des métaux a €té lavé
dans un bain d'acide chlorhydrique technique & 5% et rincé plusieurs fois a 'eau démin€ralisée
et apres A I'eau distillée de maniére 3 désorber les métaux éventuellement fixés.

La vaisselle utilisée avec des métaux radioactifs est préalablement plongée dans un li-
quide décontaminant puis soumise au traitement par acide chlorhydrique.
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4. ETUDE EXPERIMENTALE
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4.1. FRACTIONNEMENT DES ENVELOPPES CELLULAIRES DE P.
ELUORESCENS

4.1.1. Objectif

Les structures des enveloppes des bactéries gram négatives et gram positives sont certes
bien connues 2 I'heure actuelle. Les techniques d'isolement des structures des enveloppes cel-
lulaires ont été utilisées pour analyser leurs caractéristiques générales et leur arrangement, les
relations existant entre elles, et aussi pour étudier les mécanismes d'accumulation et de trans-
port cellulaire. Toutefois, aucune des méthodes déja publiées ne permet le fractionnement si-
multané des trois enveloppes a partir du méme matériel biologique.

Dans cette étude nous avons mis au point un protocole général permettant d'obtenir a
partir du méme matériel biologique les trois enveloppes de P. fluorescens (M. ext, PG, M.
C.). Ce travail a déja fait 1'objet d'une publication (Falla gt al., 1988). Par cette méthode les
bactéries ne sont pas brisées dans les phases initiales du processus afin de limiter les contami-
nations par d'autres structures. L'idendité et la pureté des fractions ainsi obtenues sont €va-
luées par l'utilisation de marqueurs type K.D.O., hexosamines, S.D.H., phosphore et prot€i-
nes, permettant également d'apprécier la perte du matériel pendant les manipulations et d'éva-
luer le degré de contamination de chaque fraction.

4.1.2. Protocole

La technique de séparation résumée sur la figure 26 a été décrite précisément au para-
graphe 3.3. Bri¢vement, la membrane extere et les muréinoplastes (bactéries sans la mem-
brane externe) ont été obtenus en induisant un choc osmotique avec une solution de sucrose
0,5 M et par centrifugation. A partir des muréinoplastes, sont séparés d'une part le peptido-
glycane apres l'addition du S.D.S. (sodium dodecyl sulfate) et sonication, d'autre part la
membrane cytoplasmique aprés action du lysozyme et choc osmotique avec de I'eau distillée
stérile & 4°C. Les deux dernidres enveloppes ont été traitées avec des enzymes DNase et RNase
pour éliminer la plupart des molécules de poids moléculaire élevé.

4.1.3. Résultats et discussion

Les adaptations et les combinaisons des techniques antérieurement publiées ont permis
d'élaborer un seul et unique protocole de fractionnement avec lequel il est possible d'obtenir
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Bactérie entisre

lavage (NaCl 0,85%)
choc osmotique avec
0,5 M sucrose
centrifugation
73.000xg  4°C 2hr

Murélnoplaétes
lavage (NaCl 0,85 %)

lysozyme SD.S.
choc osmotique sonication
centrifugation centrifugation
73.000xg 4°C 1hr 78.000xg 18°C 40 min
DNAse + RNAse DNAse + RNAse

Eraction 1 Fraction 2 .

) Fraction 3
Membrane externe ﬁlembrane cytoplasmique Peptidoglycane
M. ext. M.C P.G

Figure 26: Protocole de séparation des enveloppes de Pseudomonas fluorescens (d'apreés
FALLA et al,, 1988).
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les trois enveloppes cellulaires (M. ext, PG, M.C.) 2 partir de la méme suspension bactérien-
ne. Par exemple la production du peptidoglycane a été conduite sans I'utilisation d'EDTA et
en présence de DNase et RNase, permettant ainsi une future expérimentation avec des frac-
tions libres de tout complexant capable d'interférer sur les essais d'accumulation et de polyme-
res de poids moléculaire élevé. L'effet mécanique de la presse de FRENCH utilisée par MAR-
TIN et Mac LEOD (1971) a été remplacé par un choc osmotique limitant ainsi les contamina-
tions et permettant de garder la membrane cytoplasmique entiCre en respectant sa structure.

Au terme de ce protocole, il nous a été alors possible d'évaluer : la masse de chaque en-
veloppe, 1a contamination d'une structure par une autre et la perte du matériel pendant les ma-
nipulations. Le faible nombre de publications relatives & ce sujet nous a amené & confondre ici
les chapitres Résultats et Discussion.

a) Masse des différentes structures

La masse des bactéries entitres et lavées de P. fluorescens, des mur€inoplastes et des
enveloppes a été mesurée par gravimétrie aprés lyophilisation, la mesure a éié effectuée en tri-
plicat. '

La membrane externe constitue 6,96% du total du poids sec des bactéries entieres (Ta-
bleau 16). Ce résultat est comparable 3 ce qui a €t€ obtenu par d'autres auteurs et, par exem-
ple, la membrane externe d'Alteromonas haloplanktis constituait 7,9% du poids total de la bac-
téric FORSBERG ¢t al., 1970a,b). Ainsi, 2 partir des calculs du tableau 16, la membrane ex-
terne représente un composant important de la paroi (56% du poids sec de la paroi). Ce résul-
tat est tout 2 fait en accord avec l'observation de THORNE et al. (1973) sur Acinetobacter sp.
(en effet la membrane externe dans ce cas représente 65% du poids sec de la paroi).

Dans nos essais, le peptidoglycane constitue 5,3% du total du poids sec de la bactérie
lavée. Par contre FORSBERG et al. (1970a) trouvent que le peptidoglycane représente de 1,2
A 2% du poids total de la bactérie chez A. haloplankiis.

Enfin, en ce qui concerne la membrane cytoplasmique, elle correspond 2 6,12% du
poids total de P. fluorescens. Chez A. haloplanktis, MARTIN et Mac LEOD (1971) ont trouvé
que la membrane cytoplasmique représentait de 10 2 20% du poids total de cette bactérie.

11 est évident que les comparaisons ne sont pas parfaitement justifiées car les mesures
ont été faites sur des bactéries différentes et les fractions ont été obtenues par des protocoles
sensiblement différents du nétre. Toutefois, les similitudes dans les résultats laissent supposer
que les mesures ont été obtenues dans des conditions expérimentales relativement proches.
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Tableau 16 : Masse en (mg/ml fraction) et pourcentage des structures, calculés par
gravimétrie apres lyophilisation des fractions de Pseudomonas fluorescens
(les valeurs sont données en moyenne des trois essais avec les écarts-types
apres soustraction de la masse des sels des échantillons).

Structure Poids sec
mg/ml de fraction : %
Bactéries entieres 580 £ 5,2 100
Muréinoplastes 456 £ 12 ED!
Membrane externe 41£338 6,96 £ 0,02
Peptidoglycane 31156 | 33£0,3
Membrane cytoplasmique 36%1,6 6,12 £ 0,025
b) Estimation de la contamination

Les marqueurs ont été choisis pour évaluer la pureté et 'étendue de la contamination de
chaque fraction cellulaire. Les marqueurs ont aussi été choisis d'apres la littérature, d'une part
pour pouvoir faire la comparaison entre les résultats obtenus dans notre €tude et ceux donnés
par d'autres auteurs, d'autre part pour leur spécificité, bien que quelquefois discutable, vis-
a-vis des fractions qu'ils représentent. Le phosphore et les protéines ont aussi été mesurés

comme marqueurs non spécifiques des fractions afin de donner une vision globale de la com-
position des fractions.

Ainsi, le K.D.O. a ét utilisé comme marqueur spécifique de la membrane externe (OS-
BORN et al,, 1972 et THORNE ¢t al., 1973), 1a S.D.H. de la membrane cytoplasmique (KA -
SAHARA et ANRAKU, 1974), les hexosamines ont été dosées pour l'identification de la frac-
tion contenant le peptidoglycane (COSTERTON gt al., 1967). Les résultats bruts des dosages
des marqueurs ont été regroupés en annexe (Tableaux A1-AS5).
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La concentration de ces marqueurs dans les cellules (bactéries entiéres et muréinoplas-
tes) est présentée dans le tableau 17. Les concentrations d'hexosamines et la S.D.H. sont simi-
laires dans ces types de cellules (cellules entidres et muréinoplastes).

A partir de ces résultats, il est possible de calculer la diminution en protéines, phosphore
et K.D.O. due 2 l'arrachage de la membrane externe. Elles sont respectivement de : 14, 48 et
66 %. La diminution dans le contenu des protéines peut étre due 3 deux phénomenes, d'une
part la disparition de la membrane externe, et d'autre part 4 1a perte du matériel périplasmique.
Malgré le traitement drastique effectué sur les cellules, une certaine quantité de K.D.O. est en-
core présente dans les muréinoplastes et représente alors un contaminant, présent dans les au-
tres fractions.

Tableau 17 : Concentrations des marqueurs en mg de marqueur par mg de poids sec des bactéries entidres et des
muréinoplastes de P. fluorescens.

SOD.H.

Protéines Phosphore Hexosamines K.D.O. unités/mg
L de cellule

Cellule mg/mg_de ‘cellule)

Bactéries 0,0542 + 0,0004 0,27 E-3+ 0,04E-3] 28E4+ 1E4 | 63E4+14E4 | 6E-4:35E4
entiéres

|Muréinoplastei 0,0467 + 0,0008 |0,14E-3 £ 0,016E-3| 2,3E-4 + 0,68E-4 | 15E-4 + 1E4 7,1E4 *+ 6E-4

Les résultats du tableau 18 rassemblent les concentrations des différents marqueurs me-
surés pour évaluer l'importance de 1a contamination des enveloppes et la pureté de chaque frac-
tion.
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Les hexosamines utilisées comme marqueur non spécifique du peptidoglycane ont €té
dosées dans toutes les fractions. Toutefois, dans le peptidoglycane la concentration trouvée est
au moins 10 fois plus importante que dans les membranes (Tableau 19). Comme cela avait €té
montré dans le tableau 16, la membrane externe correspond & 50% du poids sec de la paroi ;
par 'conséqucnt, il est possible de calculer que les hexosamines du peptidoglycane correspon-
dent 2 0,12% du poids sec de la paroi. Ce faible pourcentage comme celui de 7% trouvé par
THORNE ¢t al. (1973) peuvent étre expliqués par le fort effet de 1a minéralisation qui peut dé-
truire jusqu'a 10% des glucosamines et 13% d'acide muramique (FORSBERG gt al.,, 1972).

Le tableau 19 montre les résultats résumés des pourcentages de distribution de la conta-
mination des structures, tenant compte uniquement des valeurs d'hexosamines et du K.D.O.
Toutes les contaminations sont comprises entre 1 et 4% de la masse de chaque marqueur. Le
contenu cytoplasmique peut aussi contaminer les fractions, qui ont été contrdlées 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) Perte de matériel cellulai

Les quantités d'hexosamines et de K.D.O. dans les fractions obtenues par notre métho-
de, comparées aux valeurs trouvées chez les bactéries entitres et dans les muréinoplas-
tes, permettent d'évaluer la perte de matériel organique des fractions pendant le processus de
fractionnement. Cette perte est trés importante et semble pour I'heure techniquement inévita-
ble. Ceci est lié aux pertes lors des centrifugations, aux lavages successifs, & la digestion en-
zymatique, au choc osmotique, etc... La membrane externe est sans doute la structure la plus
sensible au traitement, qui se traduit par une perte de 84,7% de K.D.O. (Tableau 19). Cette
observation est tout 2 fait en accord avec celle faite par DIEDRICH et COSTA-ROBLES
(1974) qui calculent une perte de K.D.O. de 85,5% (dont 25,5% dés le premier lavage dans la
solution de NaCl). Ces auteurs sont A notre connaissance les seuls 2 prendre en compte cet as-
pect "perte de molécules”.

Une partie du peptidoglycane, qui est pourtant reconnu comme solide, est sans doute
perdue pendant 1a préparation des muréinoplastes, 1a perte de 47,2% en hexosamines (Tableau
19) peut difficilement étre imputée aux seules hexosamines de la membrane externe. Une ob-
servation similaire a ét€ faite par RAYMAN et Mac LEOD (1975) qui montrent que les hexo-
samines présentes dans les muréinoplastes de A. haloplanktis correspondent seulement
3 18,8% du total trouvé dans les cellules enti¢res. En conclusion, 2 I'heure actuelle et avec
les méthodes utilisées, il parait impossible d'obtenir des fractions absolument pures (i.e.
exemptes de toute contamination). Notre probleme, dans le cadre de notre travail, est relatif au
fait que les contaminations trouvées, bien que petites du point de vue quantitatif, peuvent se



Tableau 19 : Pourcentage de distribution des quatre marqueurs dans les trois fractions
et de la perte totale lors du processus de fractionnement.

Structure K.D.O. |Hexosamines| Protéines |Phosphore
(%) (%) (%) (%)
Membrane externe 12,15 3,5 20,73 2,88
Peptidoglycane 1,18 45 1,34 0,55
Membrane cytoplasmique 1,94 4,3 11,39 28,46
Perte totale pendant 84,7 47,2 67 68,09

les manipulations

144!
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révéler importantes du point de vue qualitatif lors de l'utilisation de ces structures dans l'étude
d'accumulation et de transport des métaux. Enfin les pertes, comme cela a déja été dit, sont
importantes et matériellement inévitables par les techniques de fractionnement actuellement
proposées.

4.2. ACCUMULATION DES METAUX PAR LES ENVELOPPES DE.
P, FLUOR E

4.2.1. Objectif

Des travaux antérieurs faits par plusieurs auteurs (voir chapitre 2.3.) ont permis de
montrer que les enveloppes cellulaires (la membrane externe, le peptidoglycane et la membrane
cytoplasmique) agissent 2 1a fois comme une barriére (role conféré par le caractére hydrophobe
des deux membranes) et une zone d'accumulation sensible 2 I'effet toxique du produit accu-
mulé. Ces auteurs ont aussi attribué le pouvoir d'accumulation a des sites spécifiques trouvés
dans ces enveloppes. Parmi les groupements fonctionnels capables de complexer les ions mé-
talliques figurent les groupements thiols, phosphate et carboxyles, ces derniers étant les plus
étudiés, en particulier a 1'aide des méthodes de modification de ces groupements décrites par
DOYLE et al. (1980) et BEVERIDGE et MURRAY (1980).

L'importance des groupements carboxyliques dans I'accumulation des métaux a €té es-
timée par ces auteurs en modifiant ces groupements carboxyliques des parois extraites d'Es-
cherichia coli, montrant ainsi que ces sites sont des cibles de premier rang dans 1'accumulation
des métaux.

Les buts des travaux rapportés ci-aprés sont : (a) de tester la capacité d'accumulation
des métaux (Cd?*, Ni2*, Cu2+, Zn?*) par les fractions isolées des enveloppes bactériennes de
P. fluorescens ; (b) de comparer cette accumulation avec des enveloppes modifiées chimi-
quement par masquage des sites carboxyliques ; (c) de mesurer I'accumulation et calculer au
moyen du modele de Scatchard l'affinité de ces fractions dont les groupements carboxyliques
ont été bloqués ou non.

4.2.2. Protocole

Les essais d'accumulation des métaux (Cd2*, Ni2+, Cu?t, Zn?*) ont été réalisés en pa-
rallele sur des fractions de chaque structure (M. ext, PG, M.C.) modifiée et non modifie.
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Les fractions préalablement obtenues ont été décongelées rapidement dans un bain-marie
2 37°C. Apres avoir contrdlé le poids sec des enveloppes par gravimétrie aprés lyophilisation
d'un millilitre de chaque fraction, les fractions subissent deux lavages dans de l'eau suprapure
avec centrifugation a 73 000 xg, puis sont diluées dans l'eau suprapure pH = 6 afin d'obtenir
une concentration finale d'environ 2 mg/l. Chaque solution est ensuite homogénéisée pendant
2 heures 2 4°C avant son utilisation par passage sur vortex toutes les 10 minutes. Les essais
sont alors conduits selon la technique de dialyse décrite dans le chapitre 3.7., od 1ml de
solution contenant les métaux est mis en contact avec 1 ml de la suspension contenant les frac-
tions bactériennes préparées selon la technique décrite auparavant.

4.2.3. Résultats

A notre connaissance, aucun auteur n'a comparé l'interaction métal-enveloppe en utili-
sant les trois enveloppes isolées  partir d'un méme matériel biologique, en I'occurence ici
Pseudomonas fluorescens. La plupart des auteurs ont travaillé avec des bactéries entiéres ou
des muréinoplastes ou avec une ou deux fractions. D'autre part, DOYLE ¢t al. (1980) et BE -
VERIDGE et MURRAY (1980) pour ne citer qu'eux, ont utilisé des fractions modifiées au ni-
veau des groupements carboxyliques dans le but d'étudier ces sites comme 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 a connaitre le succes
des réactions de masquage des groupements carboxyliques et ont réalisé leurs expériences
uniquement sur des structures modifiées, sans effectuer de comparaison avec des structures
non modifiées.

Nos résultats, présentés ci-aprés, montrent tout d'abord d'une fagon indirecte par le do-
sage des groupements NH3* formés aprés transformation des groupements carboxyliques,
l'efficacité de la technique de blocage des sites carboxyliques. Deuxi®mement les résultats de
I'accumulation des métaux sur les enveloppes cellulaires de Pseudomonas fluorescens sont re-
présentés sous forme de graphiques suivant le modele de Scatchard. Ce modele répond 2 un
grand nombre de questions sur I'accumulation des métaux et s'adapte bien au type de données
obtenues.

4.2.3.1. Dosage des groupements NHs*

Le dosage des groupements NH;* par la méthode 2 la ninhydrine a été effectué sur les
enveloppes de P. fluorescens modifi€es ou non modifiées (Tableau 20). Dans toutes les frac-
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Tableau 20 : Concentrations de N aminé/mg de fraction. Les valeurs
sont obtenues en faisant la moyenne des trois essais
par fraction modifiée ou non + les écarts-types.

Fonctions amines
Structure mg/mg
de fraction

Membrane externe 3,08E-3 + 3,4E-4
non modifiée ‘
Membrane externe 5,6E-3 + 2,74E-3
modifiée
Peptidoglycane 9,5E-4 + 2E-5
non modifié
Peptidoglycane 1,65E-3 + 6,8E-4
modifié
Membrane cytoplasmique 2,3E-3 + 9,8E-4

non modifiée

Membrane cytoplasmique 6E-3 + 1,4E-3
modifiée
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tions modifiées par masquage des groupements carboxyliques, les valeurs de NH3* sont

environ du double par rapport aux fractions non modifiées, montrant qu'il y a une réelle trans-
formation des sites carboxyliques en sites électropositifs NH;*. Ces valeurs ne permettent pas
d'apprécier si la totalité des sites a été masquée, elles révelent toutefois 'efficacité de 1a réac-
tion de masquage.

4.2.3.2. Amummuuu:s_nmnx_nams_ﬂmﬂnms_mlﬂs_d:_&
fluorescens

L'ensemble des résultats bruts et des calculs intermédiaires relatifs aux essais réalisés en
triplicat sur chaque fraction modifiée ou non sont rassemblés en annexe (Tableaux A6 & A13).
Les métaux sont dosés aprés dialyse d'un milligramme de fraction contenant l'une des trois
enveloppes plus un millilitre de solution contenant le métal 2 des concentrations différentes.
Apres 48 heures 2 4°C le métal est dos€ dans la phase liquide & léqulhbre et le rapport métal
fixé/métal libre est établi.

Les informations qui sont obtenues par ajustement des résultats du dosage au modele de
Scatchard sont : I'affinité et le type de site, établis respectivement d'aprés la pente de chaque
droite obtenue (Ka) et le nombre de droites qu'il est possible de tracer (voir paragraphe
2.3.3.). |

a) Cadmium

En ce qui concerne le cadmium, comme le montrent bien les figures 27a, 28a, 29a, quel-
les que soient les fractions testées (M. externe, Peptidoglycane, M. cytoplasmique), au moins
deux types de récepteurs ou de sites de fixation du cadmium existent (dits a forte ou 2 faible
affinit€). Les courbes ainsi obtenues sont de forme concave traduisant, selon DALQUIST
(1978), le fait que la coopération entre les sites récepteurs est négative, c'est-2-dire que les
sites 2 plus forte affinité vont piéger le métal plus rapidement que les sites & moins forte affini-
té. Pour les fractions non modifiées il est possible de classer les récepteurs dits 2 forte affinité
dans 1'ordre décroissant (Tableau 21) :

membraiie externe > peptidoglycane > membrane cytoplasmique
et les récepteurs dits a faible affinit€ dans l'ordre décroissant :

peptidoglycane > membrane externe > membrane cytoplasmique.
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Le blocage des sites carboxyliques par une nouvelle fonction chimique (fractions modi-
fiées) devrait, selon I'hypothése de BEVERIDGE et MURRAY (1980), diminuer la pente des
graphes. Les essais réalisés montrent (Figures 27b, 28b, 29b et Tableau 21), au contraire et
dans tous les cas, une augmentation apparente de l'affinité relative pour le cadmium apres
masquage, comme si apparemment les groupements carboxyliques n'intervenaient pas dans
'accumulation de cadmium ! Le classement des affinités des sites récepteurs n'est pas boule-
versé aprés masquage des fonctions COOH.
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Tableau 21 : Valeurs calculées des pentes des équations de Scatchard
traduisant la fixation des Cd (II) par les enveloppes
de P. fluorescens.

Valeurs de Ka
Récepteur a forte |Récepteur a faible
Structure testée affinité affinité
Membrane externe -13,1 ' -0,96
Membrane externe -25,3 -1,2
modifiée
Peptidoglycane -9,51 | -2,09
Peptidoglycane
modifié -22,55 -2,96
Membrane cytoplasmique -3,78 -0,36
Membrane cytoplasmique
modifiée -4,48 -1,23
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b) Nickel

Pour le nickel, les enveloppes non modifiées présentent aussi au moins deux types de
sites récepteurs (Figures 30a, 31a et 32a). En ce qui concerne les récepteurs 2 forte affinité, le
calcul des pentes (Tableau 22) montre que les différences sont trés faibles et les trois fractions
étudiées peuvent étre considérées comme ayant un comportement identique. Par contre, les
différences sont nettes pour les récepteurs 2 faible affinité comme le montrent les valeurs de
pentes présentées dans le tableau 22.

Pour les fractions non modifiées il est possible de classer les récepteurs dits  faible af-
finité dans l'ordre décroissant :

membrane cytoplasmique > peptidoglycane > membrane externe.

Le blocage des sites carboxyliques, contrairement 2 ce qui se passe avec le cadmium,
entraine une modification considérable, avec en particulier une disparition des sites de forte af-
finité (Figures 30b, 31b et 32b). Les sites de faible affinité sont classés dans I'ordre décrois-
sant pour les fractions modifiées comme suit :

membrane cytoplasmique > membrane externe > peptidoglycane.

En d'autres termes, la technique de masquage met en lumiére le fait que le nickel s'ac-
cumule préférentiellement sur les enveloppes bactériennes au niveau des sites carboxyliques.

En général et pour les mémes concentrations de métal, le nickel est accumulé avec une
affinité moins grande que celle présentée par les récepteurs des enveloppes par le cadmium.
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Tableau 22 : Valeurs calculées des pentes de 1'équation de Scatchard
traduisant la fixation du Ni (II) par les enveloppes de
P. fluorescens (-) = sites éliminés par masquage.

Valeur de Ka
Récepteur a forte |Récepteur a faible
Structure testée affinité affinité
Membrane externe -5,62 -0,025
Membrane externe - - -0,323
modifiée '
Peptidoglycane -6,43 -0,355
Peptidoglycane _
modifié - -0,266
Membrane cytoplasmique -5,55 -1,445
Membrane cytoplasmique
modifiée - -0,713
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c) Cuivre

Le cuivre a été aussi mis en contact avec les enveloppes de P. fluorescens, modifiées ou
non.

Les enveloppes non modifiées présentent, comme cela a €€ déja observé pour le Cd?* et
le Ni?*, au moins deux types de sites (a forte et 2 faible affinit€) pour le cuivre. Les envelop-
pes modifiées par blocage des sites carboxyliques ne présentent plus qu'un type de site de fi-
xation avec la disparition de la droite qui représente les sites a forte affinité (Figures
33a,b ; 34a,b et 35a,b). Aussi dans ce cas, le cuivre s'accumule préférentiellement sur les sites
carboxyliques. '

D'autre part, la représentation Scatchard de ce phénoméne montre, comme précédem-
ment, des courbes en forme concave traduisant aussi la coopération négative entre les sites.

Le tableau 23 rassemble les valeurs chiffrées exprimant les pentes Ka des équations de
Scatchard. Les sites 2 forte et A faible affinité pour le cuivre avec les enveloppes non modifiées

sont classés selon l'ordre décroissant suivant :

peptidoglycane > membrane externe > membrane cytoplasmique.
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Tableau 23 : Valeurs calculées des pentes des équations de Scatchard
traduisant la fixation de Cu (II) par les enveloppes
de P. fluorescens, (-) sites éliminés par masquage.

Valeur de Ka

Récepteur a forte

Récepteur a faible

Structure testée affinité affinité
Membrane externe -0,039 -0,006
Membrahe externe - -0,005

modifiée

Peptidoglycane -0,051 -0,009

Peptidoglycane

modifié - -0,0047
Membrane cytoplasmique -0,01 -0,0028
Membrane cytoplasmique

modifiée - -0,0028




[R-Cu}[Cu] Umg

[R-Cu)/[Cu] ¥mg

0,04 -
0,03 - y=0,0432-0,0387x R=1,00
0,02 -
0,01
i y =0,0106 - 0,0062x R =0,90
0,00 T Y 1
0 1 2
[R-Cu] pmoles/mg * 10E3
Figure 33a
Expresslon de I'équation de Scatchard de I'accumulation
du cuivre par la membrane externe non modifiée
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0.01 7 y=0,0091 - 0,0053x R =098
0,00 T v 1

[R-Cu] pmoles/mg*10E-3

Ex roulon de I'équitlon d§ Scatchard d; i'accumﬁléilon

u culvre par la membrane externe modifiée
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[R-Cu}[Cu] Vmg

[R-Cu}Cu] Vmg

0,06 -

0,04 -

y =0,0729 -0,0509x R=0,93

y=00183-0,009x R=099

0,00 T ¥ 1
0 1 2
[R-Cu] pmoles/mg * 10E-3
Elgure 34a
Expression de I'équation de Scatchard de I'accumulation
du culvre par le peptidoglycane non modifié
0,06 -
- 0,04 -
0,02 -
y =0,0093 - 0,0047x R=0,80
a
0,00 ' L} v 1

1 . 2
[R-Cu] pmoles/mg * 10E-3

Expression de I'équation de Scatchard de I'accumulation

du culvre per le peptidoglycane moditié
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[R-Cu}[Cu] Vmg

[R-Cu)/[Cu] Vmg

0,02 T

y=0,0188 -0,0101x R=0,95

0,01 -

y = 0,0067 - 0,0028x R =1,00

0,00 T T T 1
2

{R-Cu] pmoles/mg * 10E-3

Expresslon de I'équation de Scatchard de I'accumulation
du culvre par la membrane cytoplasmique non modifiée

0,02 -
0,01 -
y =0,0056 - 0,0028x R =092
0,00 v T v ]
0 1 2
[R-Cu] umoles/mg * 10E-3

Expression de I'équation de Scatchard de I'accumulation
du culvre par la membrane cytoplasmique modifiée
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d) Zinc

Pour ce métal, les enveloppes de P. fluorescens non modifiées ont eu le méme compor -
tement que pour les autres métaux et présentent ainsi au moins deux types de sites (2 forte et &
faible affinit€). Les enveloppes modifiées (au niveau des groupements carboxyliques), & l'ex-
ception de la membrane cytoplasmique, présentent une disparition des sites 2 forte affinité,
montrant ainsi que la membrane externe et le peptidoglycane accumulent préférentiellement le
zinc sur les groupements carboxyliques (Figures 36a,b ; 37a,b et 38a,b).

En ce qui concerne la membrane cytoplasmique modifiée, elle présente deux types de
sites méme aprés modification des sites carboxyliques. Toutefois les sites observés aprés mo-
dification présentent des pentes moins importantes traduisant ainsi des affinités moins impor-
tantes par les récepteurs des enveloppes modifiées au niveau des groupements carboxyliques.

Les pentes Ka sont calculées 2 partir des équations des droites obtenues par la représen-
tation de Scatchard (et rassemblées dans le tableau 24). Ainsi les enveloppes non modifiées
sont classées dans l'ordre décroissant pour les sites & forte affinité :

membrane externe > peptidoglycane > membrane cytoplasmique.

Les enveloppes modifiées sont pour les récepteurs 2 faible affinité classées dans l'ordre
décroissant :

membrane externe > membrane cytoplasmique > peptidoglycane.
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Tableau 24 : Valeurs calculées des pentes des équations de Scatchard
traduisant la fixation de Zn (II) par les enveloppes de
P. fluorescens, (-) sites €liminés par masquage.

Valeurs de Ka
Récepteur a forte |Récepteur a faible
Structure testée affinité affinité
Membrane externe -19,14 -6,62
Membrane externe - : -2,49
modifiée
Peptidoglycane -10,53 | -3,43
Peptidoglycane
modifié - -1,48
‘Membrane cytoplasmique -34,7 -3,1
Membrane cytoplasmique
modifiée -16,3 -2




[R-Zn})/[Zn] I/mg

[R-Zn}/[Zn] Vmg
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0,3
1 y=0,3335-19,1346x R=1,00
0,2 1
0.1 - y=0,1802-6,6161x R=1,00
olo v 1 v 1 ¥ |
0,00 0,01 0,02 0,03
[R-Zn] pmoles/mg
Expression de I'équation de Scatchard de I'accumlation
du zinc par la membrane externe non modifiée
0,3
0,2
0,1 -
0-0 ¥ T ¥ T v 1
0,00 0,01 0,02 0,03
[R-Zn] umoles/mg
Elgure 36b

Expression de I'équation de Scatchard de I'accumulation
du zinc par la membrane externe modifiée
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0,15 -
E y=0,1656 - 10,529x R =0,94
- 0,10 -
c
N
=
[
N
£
0,05 +
y = 0,088 -3,4286x R =097
®
0,00 T T v Y r 1
0,00 0,01 0,02 0,03
[R-Zn] pmoles/mg
Elgure 37a
Expresslon de I'équation de Scatchard de I'accumulation
du zinc per le peptidoglycane non modifié
0,15 -
H
E 0,10 -
=
[
N
T
0,05 -+ y =0,0495 - 1,4786x R =098
onoo . 1 v ] v 1
0,00 0,01 0,02 0,03

[R-Zn] umoles/mg

Expression de I'équation de Scatchard de I'accumulation
du zinc par le peptidoglycane moditié



[R-Zn)/[Zn] Vmg

[R-Zn}/[Zn] Umg
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0,3 -
y=03316-34,6979x R=1,00
0,2 1
0,1 ~
y=0,0204 - 0,2035x R =0,53
. — e
0,0 v T T T T 1
0,00 0,01 0,02 0,03

[R-Zn] pmoles/mg

Exoression de l'eauation de Scatchard de I'accumulation "

du zinc par la membrane cytoplasmique non modifiée

0,3 -
0,2 -
01 - y=0,107-163551x R=1,00
y=0,0473 - 2,0046x R =096
0,0 Y T T T Y 1
0,00 0,01 0,02 0,03

[R-Zn] pmoles/mg

Expression de I'équation de Scatchard de 'accumulation
du zinc par la membrane cytoplasmique modifiée
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4.2.4 Discussion

Comme cela a été dit dans le paragraphe 2.3.2., mais aussi rapporté par BROWN et
LESTER (1982a), I'accumulation des métaux par les bactéries semble étre un phénomene
principalement de surface (du moins sur le plan quantitatif). Les enveloppes jouent alors un
role considérable car elles présentent des sites privilégiés capables d'accumuler les métaux.
Ces sites peuvent étre par exemple des sites phosphates présents au niveau des membranes,
des sites carboxyliques dans le peptidoglycane et dans les prot€ines membranaires.

Dans ce travail nous avons utilisé les enveloppes de P. fluorescens (membrane externe,
peptidoglycane, membrane cytoplasmique) obtenues par fractionnement 2 partir du méme ma-
tériel biologique, pour étudier 'accumulation de Cd2*, Ni%*, Cu?*, Zn?*. Selon la classifica -
tion de NIEBOER et RICHARDSON (1980), ces métaux appartiennent tous a la classe inter-
médiaire, ils sont capables d'étre complexés par un grand nombre de molécules biologiques y
compris celles constituant les structures bactériennes.

L'importance de 'accumulation des métaux par les enveloppes n'était jusqu'a présent
pas bien connue. Seuls quelques travaux ont été réalisés sur les exopolysaccharides et sur les
enveloppes afin de mieux comprendre leur role dans les phénomenes de fixation des métaux.

Les exopolysaccharides ont été étudiés en tant que structure accumulatrice des métaux
par CORPE (1975) ; BROWN et LESTER (1980). 11 a ét€ montré que 1a fixation des métaux,
au niveau de ces polymeres extraits, peut étre décrite par des isothermes ou par des modeles
plus complexes comme celui proposé par RUZIC (RUDD et al., 1984 ; BROWN et LESTER,
1982a). 11 est cependant inexact de parler du role des exopolysaccharides sensu stricto dans
l'accumulation des métaux puisque 1'analyse de ces exopolymeéres 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 A connaitre le role des structures "plus internes" type
membranes et peptidoglycane et leur importance dans I'accumulation des métaux, en compa-
rant la fixation du cadmium au niveau de bactéries entiéres, des muréinoplastes et de protoplas-
tes. BAUDA (1986) n'a montré aucune différence au niveau de I'accumulation du métal
(Cd?*) par P. fluorescens et A. haloplanktis. Par contre, les travaux de FLATAU et al. (1987)
montrent la répartition du cadmium dans des cellules et des muréinoplastes et protoplastes
issus de cellules préalablement chargées en cadmium. Dans ce cas, les teneurs diminuent dans
le sens : cellules intactes > cellules rincées > muréinoplastes = protoplastes. FLATAU et al.
(1985) ont montré d'autre part que durant les toutes premiéres heures de contact avec le cad-
mium, I'accumulation augmentait dans le sens cellules < muréinoplastes < protoplastes.
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Eu égard 2 la complexité du probléme, I'utilisation d'enveloppes bactériennes isol€es est
apparue comme une voie possible de recherche et de compréhension des mécanismes d'accu-
mulation des métaux. Cette approche, méme si elle interdit toute extrapolation 2 une situation
dans laguelle des bactéries intactes auraient ét€ exposées au métal, fournit des informations in-
téressantes sur les propriétés des structures isolées.

Ainsi BEVERIDGE et KOVAL (1981) ont travaillé sur des parois isolées d'E. coli

K-12 montrant une certaine accumulation des métaux par ces structures de l'ordre de : 0,02 ;
0,09 et 0,39 pmol de Ni?*, Cu?*, Zn?*/mg de paroi respectivement. En 1983, HOYLE et
BEVERIDGE isolent le peptidoglycane de 1a paroi de la méme bactérie et observent pour le ni-
ckel une accumulation de 0,019 pmol/mg de structure. Cependant aucune différence significa-
tive par rapport aux résultats obtenus par BEVERIDGE et KOVAL (1981) n'a été mise en évi-
dence. A la suite de ces travaux, BEVERIDGE (1984) compare I'accumulation des métaux
(Na, K, Mg, Ca, Mn) par le peptidoglycane et la membrane externe d'E. coli K-12, montrant
ainsi des différences de fixation des métaux par ces structures. Le peptidoglycane serait capa-
ble de fixer 2 4 3 fois plus que la membrane externe.

Afin de préciser le mode de fixation des métaux au niveau des différents types d'enve-
loppes bactériennes, d'autres auteurs ont étudié le role des principaux groupements fonction-
nels (phosphates, thiols et carboxyles). En effet, ceux-ci ayant un fort pouvoir complexant
vis-2-vis des ions métalliques, leur role dans I'accumulation des métaux par les bactéries pour-
rait étre capital. Le plus étudié de ces groupements est le groupement carboxylique grice aux
méthodes décrites par DOYLE et al, (1980) et BEVERIDGE et MURRAY (1980).

Le role des trois enveloppes de P. fluorescens (M. externe, Peptidoglycane, M. cyto-
plasmique) modifiées ou non au niveau des groupements carboxyliques, vis-2-vis de l'accu-
mulation de Cd2*, Ni2*, Cu2*, Zn?*, a été mise en évidence dans notre étude. Les résultats
obtenus ont été interprétés A 'aide du modele de Scatchard. Ce modele permet d'évaluer d'une
part la quantité de métal accumulé sur 'ensemble des sites, et d'autre part le nombre de types
de site et leur affinité & I'égard du métal étudié. Ce modele permet également d'observer les in-
teractions entre les différents sites récepteurs.

A partir de nos résultats, plusieurs constatations peuvent étre retenues :

* Premierement : toutes les enveloppes bactériennes (M. externe, Peptidoglycane, M.
cytoplasmique), mélanges complexes d'hétéropolymeres, sont capables d'accumuler les ions
métalliques testés (Cd2*, Ni2*, Cu?*, Zn2*), ce qui rejoint la classification de NIEBOER et
RICHARDSON (1980) et les résultats des travaux de BEVERIDGE et KOVAL (1981),
HOYLE et BEVERIDGE (1983) et BEVERIDGE (1984), réalis€s avec la membrane externe et
le peptidoglycane de E. coli.
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* Deuxiémement : au moins deux types de récepteur a forte et a faible affinité peuvent
étre reconnus dans tous les cas. Cette observation rejoint celles d¢ KADOKURA gt al.
(1979) ; PRICE (1972) ; LAMBERT ¢t al. (1975), qui trouvent aussi au moins deux types de
site récepteur aux métaux sur des molécules pures type protéine, et exprimés au moyen du
modele de Scatchard.

* Troisiémement : dans le cas des récepteurs 2 forte affinité, la figure 39 montre que le
cadmium présente plus d'affinité pour la membrane externe. Le nickel et le cuivre présentent
plus d'affinité pour le peptidoglycane. Le zinc présente plus d'affinité pour la membrane cyto-
plasmique.

* Quatritmement : dans le cas des récepteurs 2 faible affinité, le zinc présente plus
d'affinité pour la membrane externe. Le cadmium et le cuivre présentent plus d'affinité pour le
peptidoglycane. Le nickel présente plus d'affinité pour la membrane cytoplasmique. A priori,
pérsonne A notre connaissance n'ayant réalisé ce type de démarche, les comparaisons avec la
littérature scientifique restent impossibles.

* Cinqui¢mement : quels que soient les types de récepteurs considérés, pour la membra-
ne externe et le peptidoglycane (les deux composants de la paroi), il est possible de classer les
métaux selon l'ordre d'affinité décroissante pour ces structures : Zn > Cd > Ni > Cu, étonnant
car la membrane externe et le peptidoglycane sont & I'évidence tres différents. Les résultats de
DOYLE et al. (1980) sont en accord avec les ndtres en ce qui concerne le Ka de Zn > Ni,
méme si les résultats de leur publication sont difficiles a interpréter sinon suspects.

* Sixiemement : quels que soient les types de récepteurs considérés, pour la membrane
cytoplasmique il est possible de classer les métaux selon l'ordre décroissant au niveau de leur
affinité pour cette structure : Zn > Ni > Cd > Cu. Cette fraction a un comportement différent
des deux autres, mais aucune comparaison avec la littérature scientifique ne peut étre faite car
la membrane cytoplasmique ne semble pas avoir été étudiée par d'autres auteurs quant a I'ac-
cumulation des métaux.

* Septitmement : le masquage des fonctions carboxyliques entraine une disparition des
sites de fixation 2 forte affinité pour le Zn, Cu et Ni avec deux exceptions, d'une part le cad-
mium (aucune modification au niveau de 1'accumulation du métal quelle que soit la structure
considérée), d'autre part le Zn (dans le cas de son interaction avec la membrane cytoplasmi-
que l'affinité n'est diminuée que d'un facteur 2). Dans le cas de DOYLE ¢t al. (1980), en ce
qui concerne les résultats pour le Ni et le Zn, ces métaux sont accumulés par la paroi de E. coli
modifiée au niveau des sites carboxyliques par un seul site récepteur.
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Récepteur a Récepteur a
forte affinité faible affinité
Zn — — — ' Zn
Cd — ——=Cd
Membrane
Ni ——=— externe — — — Ni
Cu——-— —— = Cu
Zn — — — — == 2In
Cd — — — L — Cd
Peptidoglycane
Ni — — — — Ni
Cu Cu
Zn — — — Zn
Ni ——— — Ni

| Membrane
Cd —— —| cytoplasmique |~ — — Cd
Cu ——— ' Cu

Figure 39 . CI snf '\?atuég sC émathue de l'affinité des ions métalliques
u, n ) par les enveloppes bactériennes
non modlflées

affinité relative maximale pour le métal considéré
_——— affinité relative faible pour le métal considéré

* l'ordre vertical classe les métaux selon leur valeur Ka du plus élevé
au plus faible
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L'ACIDE NITRILOTRIACETIOUE (N.T.A.) A PARTIR DES BIOMAS
SES BACTERIENNES CONTAMINEES

4.3. ETUDE DE L'EXTRACTION DES METAUX (Cd*, Cu®, Zn*) AVEC

L'étude du pouvoir d'extraction a 1'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 connaitre I'efficacité du N.T.A. (trés utilisé en Europe dans les détergents), et
d'autre part tenter d'apprécier indirectement la localisation de ces métaux au niveau des bacté-
ries contaminées aprés et pendant leur croissance. En effet, par cette méthode, nous pourrons
vérifier si les métaux se fixent préférentiellement au niveau des enveloppes, chez les bactéries
contaminées aprés croissance, ce qui les rend facilement extractibles, alors que les bactéries
contaminées au cours de leur croissance peuvent incorporer les métaux 2 un niveau "plus in-
terne”, rendant ainsi plus difficile leur extraction par les méthodes jusqu'alors utilisées.

Enfin nous avons testé cette méthode d'extraction des métaux par le N.T.A. sur des
boues de station d'épuration afin d'évaluer I'efficacité d'extraction de ceux-ci et plus exacte-
ment la fraction maximale extractible, comme préalable & un "nettoyage" industriel de ces
boues, simple, peu cofiteux et non destructif.

4.3.1. Extraction des métaux (Cd?*, Cu2*, Zn?*) accumulés par P. fluores-
: .  l'aide du N.T.A

Le but de cette étude est de tester la capacité d'accumulation des métaux par les bactéries
cultivées en laboratoire et mises en suspension dans 1'eau, afin de connaitre les quantités ac-
cumulées puis extractibles par le N.T.A. L'étude est limitée 3 trois sels métalliques : chlorures
de cuivre, de cadmium et de zinc.

a) Protocole d'accumulation

Une suspension bactérienne d'environ 108 bactéries par millilitre, obtenue par lavage
d'une culture sur gélose de P. fluorescens dgée de 24 heures (18 ml) a ét€ contaminée par
simple mélange avec une solution mixte de Cu?*, Cd?*, Zn?* (2 ml) dans l'eau distillée aux
concentrations équimolaires finales et croissantes de 3,15 x 10-5 2 100,7 x 105 mole/l, 1a con-
tamination de la biomasse bactérienne apres croissance était réalisée comme suit :
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- un premier lot de 6 tubes (tubes 2 centrifuger en polyuréthane, modéle KONTRON)
contenant 18 ml de suspension bactérienne et 2 ml d'eau distillée stérile constituait le lot té-
moin "bactéries saines" (Tb)

- un lot de 6 tubes contenant 18 ml d'eau distillée stérile et 2 ml de solution mixte équi-
molaire de concentration croissante en cuivre, cadmium et zinc du premier au sixi¢éme tube
constituait le lot témoin permettant de quantifier la fixation des métaux sur les parois du tube

(Tsy 2 Tse)

- un lot de 6 tubes, pour lequel les 18 ml d'eau distillée étaient remplacés par 18 ml de
surnageant de la suspension bactérienne (obtenus par centrifugation de cette suspension 2
23 000 g pendant 30 minutes), permettait de mesurer l'influence de la matrice organique lib¢-
rée par les bactéries dans le milieu, sur la fixation des métaux sur les parois du tube (Ts; &
Tse)

- enfin, un lot de 6 tubes contenant 18 ml de suspension bactérienne et 2 ml de solution
métallique en concentrations croissantes du premier au sixiéme tube était réalisé en triplicat,
constituant le lot de bactéries contaminées (B, a Bg).

La gamme de concentration dans les tubes contaminés était alors de 3,15 & 100,7 pmo-
les/l. Ces quatre lots étaient placés 3 heures dans un bain-marie 2 30°C sous agitation. Apres
ce temps de contact, chaque tube était centrifugé 4 23 000 x g pendant 30 minutes. Le dosage
des métaux dans les surnageants, réalisé par spectrophotométrie d'absorption atomique, a
permis de mesurer la fraction libre & 'équilibre pour Cu?*, Cd*, Zn?* et de calculer les frac-
tions accumulées et fixées aux parois du tube.

Les culots ont ét€ utilisés pour les essais comparatifs d'extraction.

b) Protocole d'extraction

Les culots bactériens conservés pour le test sont d'une part les culots de bactéries té-
moins (Ty) et les culots des bactéries contaminées (B, a Bg). Les culots ont chacun ét€ mis en
suspension dans 20 ml de solution de complexant, NTA 2 la concentration de 103MaupHde
6,5 £ 0,1.

Le temps de contact était de 3 heures sous agitation dans un bain-marie 2 30°C. Puis les
tubes étaient centrifugés a 23 000 g pendant 30 minutes ct les quantités de métaux extraits
étaient déterminées par dosage des métaux dans le surnageant par spectrophotométrie d'ab-
sorption atomique.
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¢) Résultats de l'accumulation des métaux

Les résultats bruts ont été regroupés dans les tableaux (A14 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 été exprimée sous forme de courbes et d'histogrammes.

Les trois histogrammes de la figure 40 indiquent pour chaque métal la répartition entre
les trois fractions : libre dans le surnageant, fixée par les bactéries et fixée sur les parois du
tube en fonction de la concentration initiale. Les valeurs ont été calculées 2 partir des dosages
effectués dans les surnageants des bactéries contaminées (B, & Bg) et des bactéries témoins
(Ty), rapportés aux quantités introduites.

Les témoins "eau + métaux” (T, & T¢) et les témoins "surnageants bactériens + métaux”
(Ts, 2 Tge) n'ayant pas montré d'interaction apparente sur les dosages des métaux ne sont pas
discutés ici. En effet, il n'existe pas de différence significative entre ces témoins d'apres le test
statistique effectué sur ces données (les résultats du test staﬁstique sont rapportés dans le ta-
bleau A16).

La figure 40 permet d'observer une forte fixation 2 pH 6,5 + 0,1 du cadmium (75,6% *
7.1) et du zinc (78,6% * 12,3) sur les bactéries, alors que le cuivre reste essentiellement dans
le surnageant (75,8% * 5,9) (moyennes et écarts-types des différentes concentrations testées).
Les quantités fixées sur les parois des tubes restent voisines de 1,3 2 14,5% quels que soient
le métal et les concentrations testées.

La part de cuivre fixé aux bactéries rapporté 2 la quantité initiale reste quasi constante,
d'environ 16,3% + 2,5 méme lorsque la concentration de métal ajouté augmente. Par con-
tre, celle du zinc décroit pendant que sa fraction libre augmente de 88,7 & 56,3%. D'autre part,
la fraction accumulée du cadmium augmente jusqu'a 85% puis diminue jusqua 63,6% lorsque
1a concentration en métal ajouté augmente.

La figure 41 confirme ces tendances en indiquant la part fixée de chaque métal par rap-
port aux parts respectives de deux autres. Ainsi la part fixée du zinc décroit de 49,3 2 41,8% ;
celle du cadmium augmente de 38,8 A 47,3% tandis que celle du cuivre reste plus ou moins
constante de 11,9 2 10,9% lorsque les concentrations ajoutées des trois sels passent de 3,15 &
100,7 pmoles/1. En observant non plus les pourcentages mais les concentrations accumulées
(Tableau A14), il apparait que les concentrations en cuivre, en cadmium et en zinc accumulées
augmentent réguli¢rement d'un facteur 2 environ, soit celui de la gamme de concentrations ini-
tiales.
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Pour chaque métal, I'isotherme d'adsorption de Freundlich a été représenté, pour pou-
voir déterminer les "affinités relatives : métal-biomasse”. Les isothermes sont repféSentés sur
la figure 42 2 partir des données du tableau A17, accompagnées des équations de régression
respectives, déterminées graphiquement. "L'affinité relative : métal-biomasse” peut étre définie
par la constante K du complexe formé : K égale & [métal-biomasse] / [métal] [biomasse] dont
K correspond 2 ¢!°2K, Ainsi, 1a figure 42 montre tout d'abord le cas du cuivre, lequel semble
particulier : la courbe obtenue est biphasique, avec deux pentes différentes 1/n1 = 0,625 et
1/np =0,9902. La premitre partie du graphe (pente 1/n1) peut étre expliquée dans ce cas par
une possible saturation de la matrice externe aux bactéries (paroi des tubes et/ou matrice orga-
nique). La deuxiéme partie du graphe (pente 1/n) expliquerait alors 'accumulation du cuivre
par les bactéries. Cette accumulation n'atteint pas la saturation pour les concentrations utili-
sées. '

Pour le cadmium, la courbe est aussi biphasique avec deux pentes différentes 1/n; =
1,477 et 1/n, = 0,615. La premitre partie du graphe avec la pente la plus forte (1/n,) corres-
pond 2 l'accumulation du cadmium par les bactéries et la deuxi¢me partie du graphe avec une
pente moins forte (1/n,) correspondrait 2 la phase de saturation.

Le zinc, quant 2 lui, montre une seule droite avec une seule pente 1/n = 0,4086 qui tra-
duit I'accumulation de ce métal par les bactéries sans atteindre la saturation pour les concentra-
tions en métal utilisées. '

Si "l'affinité relative : métal-biomasse" est donnée par K, les valeurs pour les métaux
(Cu?*, Cd2*, Zn?*) sont les suivantes :

pour le cuivre K =789 = 4,60 x 104 I/mg
pour le cadmium K =¢4451 = 1,16 x 102 Ymg
pour le zinc K=¢3%83=277x102 /mg

Ainsi, ces valeurs permettent de classer les métaux par leur "affinité" relative" dans
l'ordre décroissant : Zn > Cd > Cu.

.d) Résultats d'extraction des métaux

Les résultats de 1'extraction des métaux par le N.T.A. sont regroupés dans le tableau
A18 et exprimés en pmoles de métal/mg de poids sec, aussi en pourcentage de la quantité ac-
cumulée. Comme le montre la figure 43, les rendements d'extraction sont : 148% pour le cui-
vre, 95% pour le cadmium et 94% pour le zinc de la quantité fixée 2 la biomasse. Le résultat
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obtenu pour le cuivre peut €tre expliqué par les quantités désorbées des parois des tubes, ce
qui confirmerait les résultats d'accumulation exprimés par les isothermes de Freundlich. Ainsi
les métaux sont extraits dans un ordre décroissant : Cu > Cd > Zn.

Dans ce cas le N.T.A. extrait les métaux (Cu?*, Cd?*, Zn?*) avec des rendements supé-
rieurs A 90%. Pour cette raison, dans les essais suivants nous utiliserons non seulement le
N.T.A. 2 une concentration de 103 mais aussi 2 0,5 x 10-3 et 0,25 x 103 pour envisager la
réduction de la concentration de N.T.A. jusqu'alors utilisée.

4.3.2. Extraction des métaux (Cd?*, Cu?*,Zn?*) de P, fluorescens con-
amine hase de croi

Dans tous les essais précédents ayant été réalisés avec des bactéries précultivées et artifi-
ciellement contaminées par ajout de solutions métalliques, il est facile d'imaginer que 1'accu-
mulation des métaux par les bactéries est avant tout périphérique et l'extraction, du méme
coup, facile & réaliser. Aussi nous avons cherché & connaitre dans quelle mesure les bactéries
qui se multiplient en présence des métaux accumulent d'une "maniére plus interne" (au niveau
de la membrane cytoplasmique, cytoplasme ... ?). C'est pour se rapprocher des conditions
rencontrées dans les bassins d'aération & boues activées, alimentés en continu par un effluent
chargé en métaux, que dans cet essai la bactérie Pseudomonas fluorescens a été cultivée en
bioréacteur alimenté en continu par une solution nutritive contaminée en sels de cuivre, cad-
mium, zinc & concentrations équimolaires de 100,7 umoles/l.

a) Protocole d'accumulation

A partir d'un inoculum de Pseudomonas fluorescens 8gé de 24 heures (10 ml), A 1a con-
centration ajustée de 108 bactéries/ml par mesure de la densité optique & 620 nm, un fermen-
teur Biolafitte contenant 500 ml de milieu nutritif (12,5 g de bouillon peptoné Bio Mérieux
5111/1 d'eau distillée) stérile est ensemencé dans des conditions aseptiques. Un ballon de
bouillon alimente le bioréacteur & un débit constant, le surplus de suspension bactérienne du
bioréacteur (le volume reste constant & 500 ml) est évacué au méme débit dans un ballon de
sortie od sont effectués les prélévements pour le test d'extraction.

Le temps de contact, défini par l'inverse du taux de dilution (voir matériel et méthodes),
était de 4 h 33 pour le milieu nutritif dans le bioréacteur. Le fermenteur était dans un premier
temps alimenté avec un milieu peptoné stérile (12,5 g de bouillon peptoné Bio Mérieux 5111/1)
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jusqu'a ce que la croissance bactérienne atteigne la phase stationnaire, ce qui se traduit par une
concentration bactérienne constante au cours du temps, mesurée par la densité optique & 620
nm. Ensuite le milieu nutritif était remplacé par une solution nutritive de méme concentration
contenant en plus les métaux (Cu2*, Cd2*, Zn?*) en quantités équimolaires initiales de 100,7

pmoles/1 : cette valeur a été choisie pour obtenir des quantités accumulées égales ou supérieu-
res aux normes européennes relatives aux boues de station d'épuration (0,020 g de Cd, 1,00 g
de Cu, 3,00 g de Zn par Kg de boues s¢ches). L'évolution de la concentration bactérienne était
de nouveau suivie jusqu'a obtenir une nouvelle stabilisation de 1a densité optique de l'effluent
en sortie du réacteur. Dans le cas ol cette densité bactérienne devenait trop faible, la concentra-
tion en milieu nutritif a été augmentée de : 12,5 g/l diluée 4 1/2 & 18,75 g/l diluée & 3/4, mais
celle des métaux maintenue constante.

b) Protocole d'extraction

_ Des prélévements 2 la sortie du bioréacteur ont ét€ effectués pour les diverses mesures et
les tests d'extraction. Ainsi, 60 ml d'échantillon étaient répartis dans 3 tubes a centrifuger. Ils
étaient ensuite centrifugés 4 23 000 g pendant 30 minutes puis traités de la fagon suivante :

- les surnageants des 3 tubes permettaient un dosage en spectrophotométrie d'absorp-
tion atomique pour mesurer et quantifier la fraction libre de chaque métal

- les culots étaient mis en suspension dans 20 ml de N.T.A. & 1 x 10> M mais aussi 2
0,5 x 103 et 0,25 x 103 2 pH 6,5 £ 0,1 ; ces deux dernidres concentrations ont €té choisies
pour tester l'efficacit€ du complexant & des concentrations moins importantes que celle utilisée
jusqu'a présent.

Le temps de contact était de 3 heures & 30°C sous agitation. Ensuite, ces tubes étaient
centrifugés 4 23 000 g pendant 30 minutes. Les quantités de cuivre, cadmium et zinc extraites
étaient dosées directement dans le surnageant alors que les fractions résiduelles c'est-a-dire en-
core fixées aux bactéries étaient déterminées par spectrophotométrie d'absorption atomique 2
partir des culots minéralisés. Ces essais €taient menés en triplicat pour permettre de juger de la
représentativité des mesures et de la reproductibilit€ du test.

Un dosage des métaux présents dans le milieu nutritif alimentant le bioréacteur a été ef-
fectué pour déterminer la part de métal fixée sur les parois du ballon contenant le bouil-
lon nutritif, ainsi que les pertes éventuelles dues 2 'autoclavage des milieux nutritifs, effectué
avant leur utilisation.
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La figure 44 traduit 1'évolution de la densité bactérienne en fonction du temps. La stabi-
lisation de cette concentration avant la contamination a nécessité environ 4 jours. Au temps t{
= 103 heures (soit 4 jours 1/4) le milieu nutritif a été remplacé par un milieu nutritif de méme
concentration mais contenant les trois métaux (100,7 pmoles/l). D&s les premiéres heures, une
chute de la densité optique A 620 nm était enregistrée. Apres une période de 24 heures celle-ci
augmentait de nouveau jusqu'a une valeur constante, cependant inférieure a celle enregistrée
avant contamination.

Pour obtenir une concentration bactérienne suffisante pour les expérimentations ultérieu-
res, c'est-2-dire proche de celle observée avant intoxication, un changement de concentration
en milieu nutritif était réalis€ (de 12,5 mg/l & 18,75 mg/l). Dans ces conditions (Figure 44),
une augmentation de biomasse apres le temps t, est observée avec une stabilisation de la con-
centration bactérienne aux environs de 3 x 105 bactéries/ml. 11 faut ajouter que le pH du milieu
était de 7,5 et 2 la sortie de 7,8 contre 6,5 lors des premiers essais.

c) Résultats de I'accumulation des métaux

Les résultats de I'accumulation des métaux dans les bactéries ont été calculés indirecte-
ment en additionnant les valeurs résiduelles dans les culots et les valeurs extraites dans le sur-
nageant aprés extraction avec le N.T.A. ; 1a moyenne a ét€ calculée 2 partir des valeurs obte-
nues pour chaque concentration de N.T.A. testée. Sur le tableau A19, elles sont exprimées en
pmoles/mg de biomasse (poids sec) mais également en pourcentage de la concentration initiale.

Les taux de cadmium et de zinc accumulés (Figure 45) sont faibles par rapport aux résul-
tats précédemment obtenus (cf paragraphe 4.3.1.c). En effet, ces valeurs qui étaient de 75,6%
pour le Cd2* et de 78,6% pour le Zn?* sont ici respectivement de 14,3% et 5,1%. Le taux
d'accumulation du cuivre, quant 2 lui, reste identique 2 celui observé lors des essais précé-
dents, soit 12,3%. La fraction libre reste donc élevée pour les trois métaux.

Le calcul de la part respective de chaque métal dans le total accumulé (Figure 46) donne
pour le cuivre 39% du total des trois métaux accumulés contre 10,9% aux essais précédents.
Le total des trois métaux accumulés est ici égal & 0,1098 pmole/mg de biomasse séche soit en-
viron 3 fois moins que la valeur mesurée au cours des premiers essais (0,3174 pmole/mg de
biomasse séche). Les quantités accumulées, pour chaque métal, exprimées en pmoles/mg de
biomasse séche sont 0,0428 pour Cu?*, 0,050 pour Cd?* et 0,017 pour Zn. Elles ont été éga -
lement calculées en mg/g de biomasse séche et sont respectivement 2,72 ; 5,62 et 1,16.
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d) Résultats de I'extraction des métaux

Les résultats de l'extraction des métaux (Tableau A20) ont été mis sous forme d'histo-
grammes (Figure 47). Il apparait clairement que le cadmium présente le plus fort taux d'extrac-
tion suivi du zinc puis du cuivre. Les taux d'extraction, quelle que soit la concentration en
N.T.A., sont supérieurs & 78% pour le cadmium, en moyenne 57% pour le zinc, mais aug-
mente de 33% A 52,2% dans le cas du cuivre en fonction de la concentration en N.T.A. :
l'ordre d'extraction décroissant est Cd2* > Zn?* > Cu?* quelle que soit la concentration en
N.T.A. De méme, la quantité totale des trois métaux extraits augmente en fonction de la con-
centration de 57% a 63%.

Pour ces raisons, le test d'extraction en vue de son application sur des échantillons de
boues de station d'épuration a €té€ conduit avec les concentrations en N.T.A. les plus élevées.

4.3.3. Application sur les boues de station d'épuration

L'objet de cette derniére partie est de mesurer la fraction maximale extractible des mé-
taux (Cd?*, Cu?*, Zn%*) accumulés dans les boues de station d'épuration pour pouvoir décider
de l'opportunité d'une extraction de ces métaux sur le plan industriel et rendre possible 'utili-
sation de ces boues en agriculture. Ce test a concerné deux lots d'échantillons de boues, le
premier prélevé 2 la station d'épuration de Metz et le second 2 la station d'épuration de Bor-
deaux, réputée pour subir une forte contamination métallique (Metz : bassin d'aération, filtre-
presse ; Bordeaux : décanteur secondaire, digesteur et filtre-presse).

a) Protocole

Pour chaque échantillon de boues, une quantité équivalente & 10 mg de matiére séche
était mise en suspension dans 20 ml d'une solution de N.T.A. 103 M au pHde 6,5+ 0,1
dans un tube 2 centrifuger. Les tubes (3 par échantillon) étaient placés en agitation dans un
bain-marie thermostaté & 30°C pendant 3 heures puis centrifugés a 23 000 g pendant 30 minu-
tes.

Les surnageants ont permis de mesurer par un dosage direct en spectrophotométrie
d'absorption atomique les quantités de métaux extraites par le N.T.A.

Les culots étaient minéralisés pour permettre la mesure des quantités résiduelles de cha-
que métal. Un bilan "quantité extraite + quantité résiduelle” donnait une valeur de la quantité
accumulée avant extraction pour chaque métal dans chaque échantillon.
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b) Résultats

Les résultats sont rassemblés dans le tableau A21 et résumés dans le tableau 25. Les
concentrations de Cu2*, Cd2* et Zn2* selon les échantillons se situent entre 0,078 et 0,94 ;
0,027 et 0,454 ; 0,745 et 2,357 mg/g poids sec respectivement.

Ainsi les boues de Bordeaux sont plus chargées en métaux que celles de Metz : le cad-
mium est 3 2 20 fois plus concentré, le cuivre 2 & 12 fois plus concentré et le zinc 2 & 3 fois
plus important dans les échantillons de Bordeaux.

Dans le cas de boues de Bordeaux, il apparait une différence entre les teneurs de trois
types de boues pour chaque métal. La concentration augmente pratiquement toujours d'un fac-
teur 1,5 des boues de décanteur secondaire aux boues digérées et celles-ci aux boues déshydra-
tées. Dans le cas de Metz, les valeurs observées pour les boues de filtre-presse sont inférieures
sauf dans le cas du cadmium, 2 celles des boues activées. ‘

Enfin, I'ordre d'importance des trois métaux selon leur niveau de concentration, quelle
que soit l'origine des échantillons, est Zn?* > Cu?* > Cd?*. Les teneurs dans ces boues com -
parées aux valeurs seuils fixées par la norme frangaise (U44-041) relative aux boues de station
d'épuration indiquent (Tableau 25) que :

- dans le cas de Metz, les valeurs restent en dessous des normes, avec cependant des
teneurs proches de la limite pour le cadmium

- dans les échantillons de Bordeaux, les valeurs seuils sont largement dépassées dans
le cas du cadmium, limite pour le cuivre, mais pas dans le cas du zinc.

Les tests d'extraction appliqués a ces boues doivent autant que possible extraire les trois
métaux pour réduire leurs concentrations en dessous des seuils. Les résultats des essais ras-
semblés dans le tableau A21 sont résumés dans le tableau 25.

Toutefois pour le cuivre, le pourcentage d'extraction se situe en moyenne 2 2,5-3% du
total accumulé. Le taux d'extraction du cadmium est faible mais supérieur 2 celui du cuivre
(7,6 & 11,2%). Le zinc semble 1égerement plus facile 2 extraire avec des taux de 10% en
moyenne et jusqud 16,6%. L'ordre d'extraction décroissant est : Zn?* > Cd?* > Cu?*,

Aussi les concentrations résiduelles sont trés élevées, proches des concentrations initia-
les, supérieures aux normes lorsque les concentrations initiales I'étaient, indiquant une trés
grande difficulté A "nettoyer" les biomasses ainsi contaminées.



Tableau 25 : Quantités accumulées dans les échantillons des boues de station d'épuration et taux
d'extraction observés apres application du test d'extractionauNTA.10-3M.

Cuivre Cadmium Zinc
concentration totale| % extrait [concentration totale| % extrait [concentration totale] % extrait
Origine des boues |(mg/g de poids sec) {mg/g de poids sec) (mg/g de poids sec)
METZ 0,32 (0,015) 2,8 (0,8) 0,027 (0,002) 7,6 (2,9) 1,853 (0,81) 6,2 (0,1)
bassin d'aération : '
METZ 0,078 (0,009) }26,2 (4,1)f 0,0237 (0,001) [11,2 (1,9) 0,745 (0,12) 1,2 (0,3)
filtre-presse
BORDEAUX 0,396 (0,013) 3,7 (0,3)] 0,0705 (0,005) 10,7 (0,6) 1,085 (0,022) 13,7 (0,5)
Décanteur secondaire
BORDEAUX 0,635 (0,024) 3,4 (0,6) 0,339 (0,076) [10,3 (0,5) 1,6 (0,0386) 14,6 (0,1)
digesteur
BORDEAUX 0,94 (0,036) 1,3 (0,1) 0,454 (0,015) 8,9 (0,9) 2,357 (0,129) 9,7 (1,5)
filtre-presse
Norme
U 44 041 1,000. 0,020, 3,000.

651
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4.4. DISCUSSION

Les résultats, obtenus au cours des trois étapes réalisées pour la mise au point et applica-
 tion du test prédictif d'extraction par un complexant organique de synthése des métaux cad-
mium, cuivre et zinc accumulés dans une biomasse de type boue activée, apportent des infor-
mations importantes concernant I'affinité de ces trois métaux pour la biomasse bactérienne, et
leur accumulation au sein de cette biomasse selon le mode de contamination de la bactérie tes-
tée, Pseudomonas fluorescens. Les valeurs d'extraction par un complexant de type N.T.A.
confirment les affinités "métal-bactérie” observées, mais permettent aussi de bien mettre en
évidence le role du complexant (sa nature et sa concentration), le rle du métal, et l'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 trois métaux (Cd2*, Cu?*, Zn?*) dépend des conditions expérimen -
tales. En effet, les quantités accumulées changent en fonction de la voie de contamination de la
biomasse. Ainsi, I'ordre décroissant des accumulations des métaux peut s'écrire :

Zn2+ > Cd?+ > Cu?* (biomasse contaminée apres croissance)
Cd?2* > Cu?* > Zn?* (biomasse contaminée en phase de croissance).

Dans la plupart des cas, le zinc et le cadmium sont accumulés en plus grande quantité
que le cuivre, en accord avec les résultats d'accumulation des métaux (Cd?*, Cu?*, Zn?*) sur
les enveloppes bactériennes (voir chapitre 4.2.4.). Le cuivre est accumulé en moins grande
quantité surtout par les biomasses contaminées aprés croissance. En contradiction avec les ré-
sultats de BROWN ¢t al, (1982) et RUDD ¢t al. (1984), indiquant de plus fortes quantités de
cuivre accumulé par rapport aux autres métaux. Les faibles quantités de cuivre mais aussi cel-
les de zinc (dans le cas des biomasses contaminées en phase de croissance) seraient en partie
expliquées par la complexation du métal avec les molécules organiques du milieu. Seule la
classification selon l'affinité décroissante Cd > Cu > Zn correspond 2 celle observée par
GOULD et GENTELLI (1984) et AHLIBAI ¢t al.(1985) dans les boues activées.

De toutes fagons, les trois métaux utilisés ici sont accumulés dans nos expériences en
concentration / unité de poids de la biomasse, en quantités moins importantes par rapport aux
résultats d'autres auteurs : RUDD et al. (1983) pour le cuivre, SHAHWANI (1984) pour le
zinc et FLATAU et al, (1987) pour le cadmium, qui trouvent une accumulation tres €levée de
ces métaux respectivement sur des structures bactériennes type exopolymeres ou par des bacté-
ries apres croissance ou en phase de croissance.
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En ce qui concerne ImBoues de station d'épuration de Metz et de Bordeaux, les quan-
tit€s accumulées des métauxdliss un ordre décroissant sont : Zn > Cu > Cd en accord avec les
résultats cité par COLIN (198 Cet ordre est en partic confirmé par les concentrations de ces
métaux (Zn > Cu > Cd) trowilis communément dans d'autres boues de station d'épuration ci-
tées par d'autres auteurs (WORNIAK et al., 1982). L'augmentation de la concentration en Cu,
Cd et Zn au cours du traitessst:d'une boue de station d'épuration a été aussi observée par
LEGRET et al. (1987).

L'efficacité de I'extmsion par le N.T.A. dépend aussi de la nature du métal et surtout
du mode de contamination calléIa nature de la biomasse. Ainsi, le rendement global d'extrac-
tion diminue, passant d'envime:100% 2 60% puis 10% respectivement pour Pseudomonas
fluorescens contaminé aprismsissance, en phase de croissance, et pour les boues de station
d'épuration. L'extraction dessétaux par le N.T.A., dans les cas de boues de station d'épura-
tion va dans le sens des obsewmtions de nombreux auteurs : LEGRET et al. (1985, 1987) qui
classent l'extraction des mémmpar acidification : Zn > Cu > Cd ; LINDSAY et NORWELL
(1978) par extraction avec lBEPA : Zn > Cu. D'une maniére générale, quelle que soit la mé-
thode utilisée pour extraire mmétaux des boues, les auteurs cités par BROWN et LESTER
(1979) classent ces métaux dms Iordre décroissant Zn > Cu > Cd.

11 faut signaler que IsBoues de station d'épuration représentent un mélange trés com-
plexe, od se retrouvent la biswesse bactérienne et d'autres matrices organiques et min€rales au
sein desquelles les métaux mmment se fixer, expliquant les faibles pourcentages d'extraction
des métaux dans les boues pmmmpport aux résultats obtenus avec des biomasses moins conta-
minées (par d'autres matricemmiinérales et organiques).
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5. CONCLUSIONS
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Le principal objectif du travail de recherche présenté dans ce mémoire visait & évaluer le
role des enveloppes bactériennes dans I'accumulation de métaux.

A cet égard, Pseudomonas fluorescens, microorganisme trés répandu dans l'environ -
nement, a été utilisé comme modele et un protocole de séparation de différentes enveloppes
(membrane externe, peptidoglycane et membrane cytoplasmique) a ét€ mis au point.

Sur chacune de ces fractions isolées, I'accumulation et 1'affinité de métaux (Cd?*, Ni%*,
Cu?*, Cd%*) ont éi€ testées afin de classer 2 la fois le métal et la structure étudiée, et d'évaluer
l'importance des groupements carboxyliques dans ces phénomenes. Ces résultats ont €t€ con-
fortés par des essais d'extraction des métaux en laboratoire sur des cellules de Pseudomonas
fluorescens contaminées aprés et pendant croissance, ainsi que sur boues de station d'épura-
tion.

Les principaux résultats obtenus sont les suivants :

(1) Le protocole mis au point 2 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. fluorescens en tentant de limiter les contaminations. Ainsi 1,18% et 1,94% du
2-céto-3-déoxyoctanate (K.D.O.) de la bactérie enti¢re (marqueur spécifique de la membrane
externe) ont été dosés respectivement dans le peptidoglycane et 1a membrane cytoplasmique.
De méme 3,5% et 4,3% des hexosamines de la bactérie (marqueur choisi pour caractériser le
peptidoglycane) ont été dosés respectivement dans la membrane externe et la membrane cyto-
plasmique. Le marqueur de la membrane cytoplasmique n'a pas €té détecté dans les deux au-
tres fractions. Les pertes de matériel cellulaire restent toutefois assez importantes : 84,7% de
K.D.O., 47,2% d'hexosamines, 67% de protéines et 68,09% du phosphore sont perdus lors
du protocole d'extraction.

(2) La masse respective de chacune de ces enveloppes est égale a 6,96% pour la
membrane externe, 5,3% pour le peptidoglycane et 6,12% pour la membrane cytoplasmique
de 1a bactérie entitre (poids sec).

(3) L'accumulation de Cd?* exprimée selon 1'équation de Scatchard montre 'existen-
ce d'au moins deux types de sites de fixation dits 2 forte et & faible affinité caractéris€s par
leurs constantes Ka et Ka' respectivement. Ainsi ces constantes calculées pour chaque enve-
loppe étaient respectivement de : (Ka=- 13,1 et Ka' = - 0,96) pour la membrane externe ;
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(Ka = - 9,51 et Ka' = - 2,09) pour le peptidoglycane et (Ka = - 3,78 et Ka' = - 0,36) pour la
membrane cytoplasmique. - .

Pour les fractions non modifiées il est possible de classer les récepteurs dits a forte affi-
nité dans l'ordre décroissant :

M. ext>P.G.>M. C.
et les récepteurs dits a faible affinité :
P.G. > M. ext > M.C.

Malgré le blocage des fonctions carboxyliques par un ensemble de réactions chimiques
ayant pour but de masquer ces groupements en les transformant en groupements électroposi-
tifs, pour le Cd?* ces deux types de sites de fixation sont toujours mis en évidence avec (Ka =
-25,3;-22,55;-4,48 etKa'=-1,20;-296; - 1,23) respectivement pour la membrane ex-
terne, le peptidoglycane et la membrane cytoplasmique.

(4) L'accumulation de Ni2* exprimée selon I'équation de Scatchard montre 13 encore
I'existence d'au moins deux types de sites de fixation 2 forte et & faible affinit€¢ avec deux
constantes Ka et Ka' respectivement : (Ka = - 5,62 et Ka' = - 0,025) pour la membrane ex -
terne, (Ka = - 6,43 et Ka' = - 0,355) pour le peptidoglycane et (Ka = - 5,55 et Ka' = - 1,445)
pour la membrane cytoplasmique.

Pour les fractions non modifiées il est possible de classer les récepteurs dits 2 faible af-
finité dans l'ordre décroissant :

M.C.>P.G. > M. ext

En ce qui concerne les récepteurs 2 forte affinité les différences entre les constantes Ka
sont trés faibles et les trois fractions étudiées peuvent étre considérées comme ayant un com-
portement identique.

Le blocage des fonctions carboxyliques entraine dans le cas du Ni?* la disparition des
sites & forte affinité pour ce métal avec une seule constante Ka' : (Ka'=- 0,323 ; - 0,266 ; -
0,713) respectivement pour les récepteurs 2 faible affinit€ de la membrane externe, peptidogly-
cane et la membrane cytoplasmique. ‘
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(5) L'accumulation de Cu?* par les enveloppes de P. fluorescens montre aussi l'exis-
tence d'au moins deux types de sites de fixation avec deux constantes, Ka pour les récepteurs
a forte affinité et Ka' pour les récepteurs 2 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 cytoplasmique.

Pour les fractions non modifiées les récepteurs a forte et & faible affinité sont classés
dans 'ordre décroissant :

P.G.> M. ext > MC.

Le blocage des fonctions carboxyliques entraine aussi la disparition de sites 2 forte affi-
nité, et montre l'existence d'un seul type de site de fixation avec une seule constante Ka'=
- 0,005 ; - 0,0047 ; - 0,0028 respectivement pour la membrane externe, le peptidoglycane et la
membrane cytoplasmique.

(6) L'accumulation de Zn2*+ exprimé selon 1'équation de Scatchard montre, comme
pour les autres trois métaux, l'existence d'au moins deux types de sites de fixation du métal
avec deux constantes KA et KA' respectivement pour les sites a forte et & faible affinité : (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) pour la membrane cytoplasmique.

Pour les fractions non modifiées les récepteurs a forte affinité sont classés dans 'ordre
décroissant : '

M.C.>M. ext >PG.
et pour les sites 2 faible affinité :
M. ext > P.G. > M.C.
Le blocage des fonctions carboxyliques entraine dans ce cas la disparition des sites 2
forte affinité dans la membrane externe et le peptidoglycane avec comme seule constante d'af-
finité Ka' = - 2,49 pour la M. ext et pour le P.G - 1,48 . Par contre, 1a membrane cytoplasmi-

que présente toujours, aprés masquage des groupements carboxyliques, deux types de sites de
fixation du métal Ka = - 16,3 et Ka' =- 2,0.



166

(7) L'accumulation des métaux (Cd?*, Cu?*, Zn?*) par les cellules de P. fluorescens
dépend de 1a voie de contamination de ces cellules (exprimées en % de la quantité mise initia-
lement) aprés ou pendant leur phase de croissance sont différentes et respectivement de :
75,6% et 16,3% pour le Cd?* ; de 78,6% et 5,1% pour le Zn?* ; et de 14,7% et 12,3% pour le
Cu?*. Ces différences s'expliquent sans doute dans notre expérimcntaﬁon par la faible dispo-
nibilité des métaux ajoutés au milieu de culture permettant la croissance.

(8) L'extraction des métaux (Cd%*, Cu?*, Zn2*) par I'acide nitrilotriacétique
(N.T.A.) de Pseudomonas fluorescens contaminé pendant ou apres la phase de croissance et
des boues issues de station d'épuration fait clairement ressortir la difficulté 2 extraire ces mé-
taux. Cet ensemble d'observations montre que les enveloppes cellulaires jouent sans aucun
doute un double rdle : d'une part dans le piégeage des métaux et, d'autre part, comme barriere
entre les milieux intra- et extracellulaire.

Ainsi, pour les bactéries contaminées apres croissance, il est possible d'extraire 90% des
métaux accumulés ; tandis que pour des bactéries contaminées en continu au cours de leur
croissance, il n'est possible d'extraire que 60% des métaux accumulés. Enfin, pour des boues
de station d'épuration (mélange complexe ol les métaux se trouvent sous forme de précipités
ou liés aux biopolymeres intra- et extracellulaire), il n'est possible d'extraire que 10% environ
des métaux présents.
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Tableau A1 : Dosage des protéines dans les bactéries entiéres, les muréinoplastes et les trois

enveloppes de P. fluorescens (M.ext, PG, M.cyt).
Structure D.O. 595nm Moyennes Ecart-type pg/ml Facteur de Résultats
: correction pg/mi
Bactéries 0,467
entiéres 0,463 0,466 0,002 2980 x 12 35,8
0,469
0,782
Muréinoplastes 0,742 0,749 0,024 2480 X7 17,4
0,724
Membranes 0,293
externes 0,281 0,306 0,027 1730 x 1 1,7
0,343
Membranes 0,56
cytoplasmiques 0,55 0,561 0,01 910 x 2,8 2,5
0,574
0,269
Peptidoglycane 0,278 0,271 0,005 75,9 X 2,8 0,21
0,266

(CV. = 8 %)




Tableau A2 : Dosage du phosphore dans les bactéries entiéres, les muréinoplastes et les trois enveloppes

bactériennes de P. fluorescens (M.ext, PG, M.cyt)

Structure D.O. 820nm Moyennes Ecart-type rg/300ul Facteur de Résultats
correction pg/mi
Bactéries 0,45
entiéres 0,451 0,45 0,0004 9,39 x 12 117,6
0,45
0,371
Muréinoplastes 0,348 0,366 0,013 8,3 x7 58,1
0,379
Membranes 0,128
externes 0,12 0,12 0,006 2,7 x 1 2,7
0,112
Membranes 0,56
cytoplasmiques 0,566 0,566 0,005 12,29 x 2,8 34,4
0,572
0,007
Peptidoglycane 0,004 0,004 0,002 0 x 2,8 0
0,001

(CV.=5%)




Tableau A3 : Dosage du S.D.H. dans les bactéries entiéres, les muréinoplastes et les trois enveloppes

bactériennes de P. fluorescens

M.ext, PG, M.c\

1)

Structure D.O. 600nm Moyennes Ecart-type pg/mn/l Facteur de Résultats
correction pg/mi
Bactéries 0,05
entiéres 0,026 0,028 0,017 0,0658 'x 12 0,79
0,008
0
Muréinoplastes 0 0 0 0 x7 0
0
Membranes 0
externes 0 0 0 0 x 1 0
0
Membranes 0,075
cytoplasmiques 0,088 0,087 0,007 3,2821 x 2,8 9,19
0,092
0
Peptidoglycane 0 0 0 0 x 2,8 0
0

(CV-.=8%)




Tableau A4 : Dosage du K.D.O. dans les bactéries entiéres, les muréinoplastes et les trois enveloppes

bactériennes de P. fluorescens (M.ext, PG, M.cyt)
Structure D.O. 549nm Moyennes Ecart-type ng/s500pl Facteur de Résultats
correction pg/mi
Bactéries 0,41
entiéres 0,429 0,429 0,002 97,6 x 12 1171,2
0,447
0,146
Muréinoplastes 0,146 0,146 0 33,29 x7 233
0,146
Membranes 0,331
externes 0,317 0,331 0,011 75,3 x 1 75,3
0,345
Membranes 0,071
cytoplasmiques 0,072 0,071 0,001 16,25 X 2,8 45,5
0,07
0
Peptidoglycane 0 0 0 0 x 2,8 0
0

(CV.=3%)




Tableau A5 : Dosage des hexosamines dans les bactéries entidres, les muréinoplastes et les trois enveloppes
bactériennes de P. fluorescens (M.ext, PG, M.cyt)

Structure D.O. 520nm Moyennes Ecart-type pg/ml Facteur de Résultats
correction pg/mi
Bactéries 0,03
entiéres 0,035 0,036 0,006 6,03 x12 72,36
044
o g“é“i. 4
Muréinoplastes 0,053 0,049 0,002 7,83 x7 54,81
0,048 '
Membranes 0,035
externes 0,036 0,034 0,002 5,75 x 1 5,75
0,032
Membranes 0,047
cytoplasmiques 0,05 0,049 0,001 7,83 x 2,8 21,92
0,05
0,063
Peptidoglycane 0,074 0,069 0,004 10,61 x 2,8 29,7
0,069

(CV. =9 %)




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

ppm Moyenne Cd 109 libre | Cd 109 libre |r Cd 109 fixé| r/c (I/mg)
) cpm pmoles/l jumoles/52ml| pmoles/mg

1 7,13E+03 | 1,45E-02 7,55E-04 4,20E-03 2,89E-01
2,5 8,60E+03 4,37E-02 2,27E-03 1,00E-02 2,30E-01
5 1,74E+04 1,77E-01 9,21E-03 1,80E-02 1,10E-01
10 1,98E+04 4,03E-01 2,10E-02 3,43E-02 8,50E-02
20 2,47E+04 1,0046 5,22E-02 6,40E-02 6,40E-02

PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifiée
1 6,87E+03 1,40E-02 7,33E-04 4,20E-03 3,00E-01
2,5 8,07E+03 4,10E-02 2,13E-03 1,02E-02 2,50E-01
5 1,24E+04 1,26E-01 6,55E-03 1,90E-02 1,60E-01
10 1,87E+04 3,82E-01 1,99E-02 3,50E-02 9,20E-02
20 2,49E+04 1,013 5,27E-02 6,30E-02 6,20E-02
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction non modifiée

1 8,80E+03 1,79E-02 9,25E-04 4,10E-03 2,30E-01
2,5 9,99E+03 5.08E-02 2,64E-03 1,00E-02 1,76E-01
5 1,12E+04 1,14E-01 5,94E-03 1,95E-02 1,70E-01
10 1,19E+04 2,43E-01 1,27E-02 3,90E-02 1,68E-01
20 1,26E+04 0,513 2,67E-02 7,70E-02 1,48E-01




Tableau A7 : Accumulation du Cd 109 par les fractions bactériennes de P. fluorescens

(M.ext, PG, M.

cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE

Fraction modifiée

ppm Moyenne Cd 109 libre | Cd 109 libre |r Cd 109 fixé| r/c (I/mg)
cpm pmoles/l |umoles/52ml} pmoles/mg
1 v 4,34E+03 | 8,84E-03 4,60E-04 2,18E-03 2,50E-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 7,72E-03 9,30E-03 6,50E-02
10 1,84E+04 | 3,76E-01 1,96E-02 1,75E-02 4,70E-02
20 2,31E+04 0,9444 4,91E-02 3,30E-02 3,50E-02
PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée
1 4,57E+03 | 9,29E-03 4,83E-04 2,17E-03 2,30E-01
2,5 8,18E+03 | 4,16E-02 2,16E-03 5,10E-03 1,20E-01
5 1,44E4+04 1,46E-01 7,63E-03 9,31E-03 6,40E-02
10 1,69E+04 | 3,44E-01 1,79E-02 1,79E-02 5,00E-02
20 3,75E+04 1,526 7,93E-02 2,49E-02 1,70E-02
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction modifiée
1 9,63E+03 1,96E-02 1,00E-03 2,00E-03 1,10E-01
2,5 1,01E+04 | 5,13E-02 | 2,67E-03 4,97E-03 9,70E-02
5 1,25E+04 | 1,27E-01 6,59E-03 9,60E-03 7,60E-02
10 1,41E+04 | 2,87E-01 1,50E-02 1,90E-02 6,50E-02
20 2,07E+04 0,844 4,38E-02 3,40E-02 4,00E-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

ppm Moyenne Ni 63 libre | Ni 63 libre | r Ni 63 fixé | r/c (I/mg)
cpm pmoles/l |[umoles/52ml| pumoles/mg
1 1,36E+04 3,60E-02 1,86E-03 7,40E-03 2,08E-01
2,5 1,87E+04 1,22E-01 6,33E-03 1,81E-02 1,48E-01
5 3,33E+04 4,35E-01 2,26E-02 3,16E-02 7,20E-02
10 3,30E+04 8,62E-01 4,47E-02 6,36E-02 7,30E-02
20 3,43E+04 1,795 9,40E-02 1,26E-01 7,00E-02
PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifiée
1 1,59E+04 4,15E-02 2,20E-03 7,25E-03 1,75E-01
2,5 2,39E+04 1,66E-01 8,10E-03 1,72E-02 1,11E-01
5 2,58E+04 3,38E-01 1,78E-02 3,40E-02 9,90E-02
10 3,14E+04 8,18E-01 4,26E-02 6,50E-02 7,90E-02
20 3,37E+04 1,779 9,24E-02 1,26E-01 7,10E-02
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction non modifiée
1 - 1,58E+04 4,10E-02 2,13E-03 7,27E-03 1,78E-01
2,5 2,22E+04 1,44E-01 7,53E-03 1,75E-02 1,21E-01
5 2,54E+04 3,32E-01 1,72E-02 3,42E-02 1,03E-01
10 3,19E+04 8,33E-01 4,35E-02 6,43E-02 7,70E-02
20 6,81E+04 3,547 1,84E-01 8,00E-02 2,20E-02




Tableau A9 : Accumulation du Ni 63 par les fractions bactériennes de P. fluorescens

(M.ext, PG, M.cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE

Fraction modifiée

ppm Moyenne Ni 63 libre | Ni 63 libre jr Ni 63 fixé | r/c (I/mg)
cpm pmoles/l |umoles/52ml| pmoles/mg
1 1,96E+04 5,13E-02 2,66E-03 3,50E-03 6,80E-02
2,5 2,36E+04 1,54E-01 8,20E-03 8,64E-03 5,60E-02
5 2,38E+04 3,09E-01 1,62E-02 1,73E-02 5,60E-02
10 - 2,561E+04 6,60E-01 3,43E-02 3,44E-02 5,20E-02
20 2,96E+04 1,565 8,10E-02 6,58E-02 4,30E-02
PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée
1 2,74E+04 7,22E-02 3,74E-03 3,20E-03 4,40E-02
2,5 2,85E+04 1,88E-01 9,69E-03 8,20E-03 4,30E-02
5 3,08E+04 4,03E-01 2,10E-02 1,62E-02 4,00E-02
10 3,26E+04 8,62E-01 4,46E-02 3,18E-02 3,70E-02
20 3,94E+04 2,074 1,08E-01 5,91E-02 2,90E-02
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction modifiée
1 1,91E+04 5,00E-02 2,61E-03 3,561E-03 7,10E-02
2,5 2,01E+04 1,33E-01 6,92E-03 8,91E-03 6,70E-02
‘5 2,24E+04 2,94E-01 1,63E-02 1,76E-02 6,00E-02
10 2,27E+04 6,92E-01 3,08E-02 3,563E-02 5,00E-02
20 3,81E+04 2,001 1,04E-01 3,00E-02

6,00E-02




Tableau A10 : Accumulation du Cu63 par les fractions bactériennes de P. fluorescens

MEMBRANE EXTERNE

(M.ext, PG, M.cyt) non modifiées

Fraction non modifiée

ppm D.O. absorption| Cu 63 libre | Cu 63 libre | r Cu 63 fixé | r/c (I/mg)
atomique pmoles/l |umoles/52mi| pmoles/mg
1 1,00E-02 9,30E-03 2,50E-05 3,00E-04 3,20E-02
2,5 2,00E-02 4,38E-02 1,10E-04 6,80E-04 1,60E-02
5 7,00E-02 2,17E-01 5,60E-04 1,00E-03 5,00E-03
10 2,28E-01 7,62E-01 2,00E-03 1,20E-03 2,00E-03
20 5,33E-01 1,817 4,70E-03 1,60E-03 9,00E-04
PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifié
1 9,00E-03 5,90E-03 1,50E-05 3,10E-04 5,20E-02
2,5 1,20E-02 1,64E-02 4,30E-05 7,50E-04 4,50E-02
5 5,20E-02 1,54E-01 4,00E-04 1,18E-03 7,60E-03
10 1,67E-01 5,60E-01 1,46E-03 1,74E-03 3,10E-03
20 5,00E-01 1,704 4,43E-03 1,87E-03 1,10E-03
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction non modifié
1 1,20E-02 1,64E-02 4,30E-05 2,77E-04 1,70E-02
2,5 2,50E-02 6,10E-02 1,59E-04 6,31E-04 1,03E-02
5 4,80E-02 1,41E-01 3,70E-04 1,21E-03 8,60E-03
10 1,93E-01 6,42E+00 1,67E-03 1,563E-03 2,40E-03
20 4,90E-01 1,669 4,34E-03 1,96E-03 1,20E-03




Tableau A11 : Accumulation du Cu63 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE

Fraction modifiée

ppm D.O. absorption] Cu 63 libre | Cu 63 libre | r Cu 63 fixé | r/c (I/mg)
atomique pmoles/l |pumoles/52ml| pmoles/mg
1 1,60E-02 3,00E-02 7,80E-05 2,42E-04 8,00E-03
2,5 3,20E-02 8,60E-02 2,20E-04 5,70E-04 6,60E-03
5 8,40E-02 2,64E-01 6,90E-04 8,90E-04 3,30E-03
10 1,92E-01 6,39E-01 1,70E-03 1,50E-03 1,20E-03
20 5,13E-01 1,748 4,60E-03 1,70E-03 5,00E-03
PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée
1 1,60E-02 3,00E-02 | 7,80E-05 | 2,42E-04 8,10E-03
2,5 2,60E-02 6,46E-02 1,70E-04 6,20E-04 9,60E-03
5 1,00E-01 3,21E-01 8,40E-04 7,40E-04 2,30E-03
10 1,80E-01 6,00E-01 1,56E-03 1,64E-03 1,70E-03
20 5,09E-01 1,735 4,50E-03 1,80E-03 1,04E-03
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction modifiée -
1 2,00E-02 4,38E-02 1,14E-04 2,06E-04 4,70E-03
2,5 2,70E-02 6,80E-02 1,77E-04 6,13E-04 5,00E-03
5 9,40E-02 3,00E-01 7,80E-04 8,00E-04 2,60E-03
10 2,15E-01 7,18E-01 1,87E-03 1,33E-03 1,90E-03
20 5,21E-01 1,776 4,63E-03 1,67E-03 9,40E-04




Tableau A12 : Accumulation du Zné5 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) non modifiées

MEMBRANE EXTERNE

Fraction non modifiée

ppm D.O. absorption| Zn 65 libre | Zn 65 libre | r Zn 65 fixé | r/c (I/mg)
atomique pmoles/l |pmoles/52ml| umoles/mg
1 2,60E-02 1,02E-02 2,60E-05 2,84E-03 2,78E-01
2,5 5,10E-02 3,33E-02 8,84E-05 6,82E-03 2,05E-01
5 2,30E-02 1,23E-01 3,12E-04 1,22E-02 9,92E-02
10 5,10E-02 4,20E-01 1,09E-03 2,01E-02 4,80E-02
20 1,76E-01 1,737 4,52E-03 2,58E-02 9,10E-03
PEPTIDOGLYCANE Fraction non modifiée
1 3,60E-02 1,99E-02 5,20E-05 2,58E-03 1,30E-01
2,5 7,40E-02 5,40E-02 1,40E-04 6,30E-03 1,16E-01
5 3,00E-02 1,98E-01 5,20E-04 1,01E-02 5,10E-02
10 6,00E-02 5,14E-01 1,34E-03 1,76E-02 3,40E-02
20 1,82E-01 1,8 4,68E-03 2,22E-02 8,00E-03
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction non modifiée
1 2,70E-03 1,20E-02 3,10E-05 2,79E-03 2,33E-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-02
10 7,40E-03 6,60E-01 1,72E-03 1,38E-02 2,00E-02
20 1,54E-02 1,505 3,91E-03 | 2,19E-02 1,50E-02




Tableau A13 : Accumulation du Zné5 par les fractions bactériennes de P. fluorescens
(M.ext, PG, M.cyt) modifiées

MEMBRANE EXTERNE

Fraction modifiée

ppm D.O. absorption| Zn 65 libre | Zn 65 libre | r Zn 65 fixé | r/c (I/mg)
atomique pmoles/l |umoles/52ml] pmoles/mg
1 5,60E-02 3,80E-02 9,90E-05 2,10E-03 5,63E-02
2,5 1,60E-01 1,30E-01 3,38E-04 4,30E-03 3,32E+02
5 3,90E-02 2,92E-01 7,59E-04 7,70E-03 2,64E-02
10 7,80E-02 7,04E-01 1,83E-03 1,27E-02 1,80E-02
20 - 1,70E-01 1,674 4,35E-03 1,75E-02 1,10E-02
PEPTIDOGLYCANE Fraction modifiée
1 6,00E-02 4,13E-02 1,07E-04 2,03E-03 4,92E-02
2,5 1,40E-01 1,13E-01 2,93E-04 4,77E-03 4,22E-02
5 3,60E-02 2,60E-01 6,76E-04 8,54E-03 3,30E-02
10 6,70E-02 5,87E-01 1,53E-03 1,67E-02 2,70E-02
20 1,49E-01 1,453 3,78E-03 2,32E-02 1,60E-02
MEMBRANE CYTOPLASMIQUE
Fraction modifiée
1 5,00E-02 3,24E-02 8,40E-05 2,26E-03 7,00E-02
2.5 1,56E-01 1,27E-01 3,30E-04 4,40E-03 3,560E-02
5 3,40E-02 2,40E-01 6,24E-04 9,06E-03 3,10E-02
10 7,70E-02 6,94E-01 1,80E-03 1,30E-02 1,80E-02
20 1,67E-01 1,6422 4,27E-03 1,83E-02 1,20E-02




Tableau A14 : Quantités de Cu, Cd, Zn accumulées, libres et fixées sur les parois du

tube.
Métal [Concentration initiale 3,15 6,3 12,59 25,18 50,36 100,72
pmole/l
Fraction accumulée 0,0016 0,002 0,005 0,0088] 0,0195 0,0346
umol/mg de poids sec 0,0006 | 0,0005 0,0015 0,0023 0,0028 0,0032
Cu |Fraction libre 2,04 4,53 9,58 20,45 40,53 80,99
pumole/l 0,23 0,22 0,65 1,02 1,21 1,36
Fraction fixée sur les parois 0,45 0,9 0,85 0,98 1,48 4,97
du tube pmol/l
Fraction accumulée 0,0052 0,012 0,0251 0,0466 0,0886 0,15
umol/mg de poids sec 0,0004 0,0005 0,0003 0,0005 0,0014 0,0046
Qd |Fraction libre 0,629 0,973 1,736 4,31 10,203 | 32,934
pmole/l 0,178 0,201 0,135 0,22 0,602 1,961
Fraction fixée sur les parois 0,32 0,21 0,16 0,97 2,38 3,71
du tube umoVl
Fraction accumulée 0,0066 | 0,0137 0,0252 0,0462 0,083 0,1328
umol/mg de poids sec 0,0001 0,0001 0,0001 0,0006 0,0001 0,0056
Zn Fraction libre 0,032 0,149 1,126 4,369 12,47 40,441
pmole/I 0,017 0,042 0,022 0,26 0,002 2,375
Fraction fixée sur les parois 0,34 0,31 0,7 1,1 2,51 3,62
du tube pmoll




- Tableau A15: a) Fractions de Cu, Cd, Zn accumulées, libres et fixées sur les parois du

tube exprimées en pourcentages.

Métal |Concentration initiale 3,15 6,3 12,59 | 25,18 | 50,36 |100,72
pmole/t
Fraction accumulée 20,75 | 13,8 17,1 | 14,9 16,6 14,7
%
Cu |Fraction libre 64,75 72 76,1 81,2 80,5 80,4
%
Fraction fixée sur les parois 14,5 14,2 6,8 3,9 3 4,9
du tube %
Fraction accumulée 69,8 81,1 85 79 75 63,6
%
QG |Fraction libre 20 15,5 13,7 17,1 20,3 | 32,7
%
Fraction fixée sur les parois 10,2 3,4 1,3 3,9 4,7 3,7
du tube %
Fraction accumulée 88,7 92,7 85,4 78,3 70,3 56,3
%
Zn |Fraction libre 1 2,4 9 17,3 24,7 | 40,1
%
Fraction fixée sur les parois 10,7 4,9 5,6 4,4 5 3,6
du tube %
b) Part représentative de chaque métal par rapport au total des trois
métaux accumulés, exprimée en pourcentages.
Métal |Concentration initiale 3,15 6,3 12,59 | 25,18 | 50,36 | 100,72
pmole/|
Cu %(Cu/Cu+Cd+Zn) 11,9 7,2 9 8,7 10,2 10,9
a %(Cd/Cu+Cd+Zn) 38,8 43,3 45,4 | 45,9 46,4 | 47,3
Zn %(Zn/Cu+Cd+Zn) 49,3 49,5 45,6 45,4 43,4 | 41,8
Total |Cu+Cd+Zn pmol/mg P.s 0,0134| 0,0277} 0,0553] 0,1016} 0,1911} 0,3174




riens + métal".

Iableay A16 : Test statistique pour évaluer la significativité des différences observées
entre les témoins "eau + métal” et dont les témoins "surnageants bacté-

concentration 1 2 3 4 5 6
initlale (pumole/l) -> 3,15 6,3 12,6 25,2 50,4 100,7
cuivre
Xo= 0,163 0,32 0,657 1,563 3,06 5,366
Vo= 0,0001 0,0012 0,0018 0,001 0,0109 0,249
Xs = 0,162 0,324 0,69 1,629 3,147 5,467
Vs= 0,0009 0,0025 0,0041 0,0056 0,019 0,0256
| Xe-Xs | = A 0,001 0,004 0,033 0,099 0,097 0,101
Tobs = 1,1 1,44 7,38 17,4 4,43 0,4
réponse du test :
souil de 1%, T =9,92 nS nS nS S nS nS
cadmium
Xo = 0,325 0,619 1,21 2,671 5,399 9,596
Vo= 0,0106 0,0138 0,027 0,0005 0,0089 0,404
Xs= 0,231 0,507 1,012 2,365 4,467 8,438
Vs = 0,0002 0,0005 0,0032 0,0021 0,107 0,077
1 Xo-Xs | =A 0,094 0,112 0,198 0,306 0,932 1,158
Tobs= 8,87 8,11 7,03 141,7 8,68 2,81
réponse du test
soull de 1%, T =9,92 nS nsS nS S ns ns
zinc
Xo= 0,176 0,34 0,681 1,503 3,069 5,396
Ves= 0,0006 0,0024 0,0092 0,0014 0,0014 0,353
Xs= 0,15 0,303 0,607 1,348 2,469 4,797
V= 0,0001 0,0008 0,0029 0,0002 0,0057 0,132
| Xe-Xs | = A 0,026 0,037 0,074 0,155 0,6 0,599
Tobs = 42,7 14,6 7.67 109,6 102,2 1,59
réponse du test
seoull de 1%, T =9,92 S S nS S S nS

Xe, valeur moyenne sur 2 répétitions,mesurée dans le témoin "Eau” ,Ve sa variance

Xs, valeur moyenne sur 2 répétitions,mesurée dans le témoin "Surnageant bactérien® ,Vs sa variance
‘ Tobs, valeur observée sur I'échantilion, et T,valeur théorique & 2 d.d.l. lue dans les tables
‘ s, différence A significative, respectivement *n.S* A non significative



Iableau A17 : Quantités libres et libes de chaque métal, exprimées en log pour la re
présentation de l'accumulation sous la forme d'isothermes de Freun-

dlich.
Métal Quantité initiale 3,15 6,3 12,59 | 25,18 | 50,36 | 100,72
pmole/|
Quantité libre moyenne 0,71 1,51 2,26 3,02 3,7 4,4
(Log (umole/l) ) S.D. 0,12 0,05 0,07 0,05 0,03 0,02
Cu
Quantité accumulée moyenne | -6,54 -6,25 -5,34 -4,77 -3,95 -3,37
(Log (umole/mg Ps.) ) S.D. 0,37 0,26 0,32 0,25 0,15 0,1
Quantité libre moyenne | -0,51 -0,05 0,55 1,46 2,32 3,49
(Log (umoleft) ) S.D. 0,31 0,2 0,08 0,05 0,06 0,06
€]
Quantité accumulée moyenne | -5,27 | -4,42 -3,69 | -3,06 -2,43 -1,9
(Log (umole/mg Ps.)) S.D. 0,08 0,04 0,02 0,01 0,02 0,03
Quantité libre moyenne | -3,56 -1,95 0,12 1,47 2,63 3,7
(Log (umole/l) ) sD.| 0,54 0,33 0,02 0,06 0,01 0,06
Zn
Quantité accumulée moyenne | -5,03 -4,29 -3,68 -3,07 -2,49 -2,02
(Log (umole/mg Ps.) ) S.D. 0,01 0,01 0 0,01 0 0,04




Iableau A18 : Récapitulatif des quantités de Cu, Cd, Zn représentées avant et aprés ex-
traction au sein de la biomasse contaminée aprés croissance.

Concentration totale initiale : 0,6192 %delaC.T.l. | %delaC.T.A.|%delaC.T.R.
(C.T.l.) ’
Concentration totale accumulée 0,3174 51,3 100 -
avant extraction (C.T.A.)
Concentration accumulée
avant extraction : cuivre 0,0346 | 5,6 10,9 -
cadmium 0,15 24,2 47,3 -
zinc 0,1328 21,5 41,8 -
Concentration totale résiduelle 0,0162 2,6 5,1 100
aprés extraction par NTA (C.T.R.)
Concentration résiduelle 0 0 0
aprés extraction cuivre 0
1,8 2,6 50,6
cadmium 0,0082
zinc 0,008 1,3 2,5 49,4

* les concentrations sont exprimées en pmole/mg de poids sec.




Iableau A19 : Valeurs d'accumulation pour les trois métaux Cu, Cd, Zn accumulés par

Pseudomonas fluorescens en culture continue, contaminé en phase de

croissance. :
Métal |Paramétre mesuré Unité Moyenne | Ecart-type | % de la quantité
totale accumulée
dans le milieu nutritif (entrée) pmole/l. 55,39 0,47
dans le surnageant (sortie) pmole/l. 44,89 3,31
Cuivre ,
mg/g Ps. 2,72 0,23
accumulé (culots bactériens) pmole/mg Ps.| 0,0428 0,004 39%
% 12,3 1,1
dans le milieu nutritif (entrée) pmole/l. 75,61 0,27
dans le surnageant (sortie) pmole/l. 38,63 5,78
Cadmium
mg/g Ps. 5,62 0,41
accumulé (culots bactériens) pmole/mg Ps. 0,05 0,001 46%
% 14,3 0,3
dans le milieu nutritif (entrée) pmole/l. 52 0
dans le sumageant (sortie) pmole/l. 54,83 7,75
Zinc
mg/g Ps. 1,16 0,13
accumulé (culots bactériens) pmole/mg Ps.| 0,017 0,001 15%
% 5,1 0,3
Total accumulé pmole/mg Ps.| 0,1098 0,004 100%




Tableay A20: Valeurs d'extraction par NTA 2,5 ; 5,0 et 10,0.10°4 M pour les trois
métaux Cu, Cd et Zn accumulés par Pseudomonas fluorescens en culture

continue, contaminé en phase de croissance.

Métal [Paramétre mesuré Unité Moyenne Ecan-type
2,5.10-4M mg/g Ps. 0,97 0,33
pmole/mg Ps. 0,015 0,005
% 33 11,2
cuivre 5,0.10-4M mg/g Ps. 1,13 0,27
extrait par NTA pmole/mg Ps. 0,018 0,004
% 40,2 9,5
10,0.10-4M mg/g Ps. 1,26 0,09
pmole/mg Ps. 0,02 0,001
% 52,2 3,7
2,5.10-4M mg/g Ps. 1,97 0,35
résiduel pour NTA  5,0.10-4M mg/g Ps. 1,68 0,36
10,0.10-4M mg/g Ps. 1,15 0,16
2,5.10-4M mg/g Ps. 4,83 1,4
pmole/mg Ps. 0,043 0,013
% 82,3 23,9
cadmium 5,0.10-4M - mg/g Ps. 5,08 1,35
extrait par NTA pmole/mg Ps. 0,045 0,012
% 85,3 22,6
10,0.10-4M mg/g Ps. 3,95 0,56
’ pmole/mg Ps. 0,035 0,005
% 78,4 11,1
2,5.10-4M mg/g Ps. 1,04 0,2
résiduel pour NTA  5,0.10-4M mg/g Ps. 0,87 0,1
10,0.10-4M mg/g Ps. 1,09 0,31
2,5.10-4M mg/g Ps. 0,71 0,23
pmole/mg Ps. 0,011 0,004
% 56,5 18,7
zinc 5,0.10-4M mg/g Ps. 0,7 0,21
extrait par NTA pmole/mg Ps. 0,011 0,003
% 57,1 17,5
10,0.10-4M mg/g Ps. 0,57 0,11
pmole/mg Ps. 0,009 0,002
% 58 11,3
2,5.10-4M mg/g Ps. 0,55 0,1
résiduel pour NTA  5,0.10-4M mg/g Ps. 0,53 0,13
10,0.10-4M mg/g Ps. 0,41 0,06




Iableau A21: Quantités accumulées, extraites et résiduelles, mesurées sur des échan-

tillons de boues de station d'épuration avant et aprés application du test
d'extraction au NTA 1073 M.

Origine des boues METZ METZ BORDEAUX BORDEALX BORDEAUX
bassin d'aération filtre-presse Décanteur secondalire digesteur filtre-presse
Cu accumulé (extr.+ rés.)
mg/g.Ps. 0,32 0,078 0,396 0,635 0,94
Emol/mg.Ps.F 0,005 0,0012 0,0062 0,01 0,0148
Cu résiduel
mg/g.Ps] 0,311 (0,015) 0,058 (0,009) 0,381 (0,013) 0,614 (0,024) 0,928 (0,036)
pmol/mg.Ps.| 0,0049 (0,0002) | 0,0009 (0,0001) | 0,0060 (0,0002) | 0,0097 (0,0004) | 0,0146 (0,0006)
rés./extr.+rés. % 97,2 73,8 96,3 96,6 98,7
Cu extrait .
mg/g.Ps.| 0,009 (0,002) 0,020 (0,003) 0,0145 (0,002) 0,021 (0,003) 0,0119 (0,001)
gmol/mg.Ps. 0,00014 0,00032 0,00023 0,00034 0,00019
oxtr./extr.+rés. % 2,8 {0,6) 26,2 (4,12) 3,7 (0,3) 3,4 (0,6) 1,3 (0,1)
Cd accumulé (extr.+ rés.)
mg/g.Ps. 0,027 0,0237 0,0705 0,339 0,454
pmol/mg.Ps. 0,00024 0,00021 0,00062 0,00301 0,00404
Cd résiduel
mg/g.Ps| 0,025 (0,002) 0,021 (0,001) 0,063 (0,005) 0,304 (0,076) 0,414 (0,085)
pmol/mg.Ps.| 0,00022(0,0002) |0,00019(0,00001){0,00056(0,00004)|0,00270 (0,00068)| 0,0368 (0,00014)
rés./extr.+rés. % 92,4 88,8 89,3 89,7 91,1
Cd extrait
mg/g.Ps.] 0,002 (0,001) 0,0027 (0,0005) | 0,0075 (0,0005) 0,035 (0,012) 0,040 (0,004)
pmol/mg.Ps. 0,000018 0,000024 0,000067 0,00031 0,00036
oxtr/extr.+rés. % 7,6 (2,9) 11,2 (1,9) 10,7 (0,6) 10,3 (0,5) 8,9 (0,9)
Zn accumulé (extr.+ rés.)
mg/g.Ps. 1,853 0,745 1,085 1,6 2,357
mol/mq.Ps. 0,02837 0,01144 0,01657 0,02446 0,03601
Zn résiduel
mg/g.Ps. 1,737 (0,81) 0,736 (0,12) 0,937 (0,022) 1,368 (0,036) 2,127 (0,129)
pmol/mg.Ps.| 0,0266 (0,0124) | 0,0113 (0,0018) | 0,0143 (0,0003) | 0,0209 (0,0006) | 0,0325 (0,0020)
rés./extr.+rés. % 93,8 98,8 86,3 85.4 90,3
Zn extrait
mg/g.Ps| 0,116 (0,002) 0,009 (0,002) 0,148 (0,005) 0,233 (0,0012) 0,230 (0,035)
pmol/mg.Ps. 0,00177 0,00014 0,00227 0,00356 0,00351
extr./oxtr.+rés. % 6,2 (0,1) 1,2 (0,3) 13,7 (0,5) 14,6 (0,1) 9,7 (1,5)
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