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INTRODUCTION

La contamination métallique des sols agricolesdamrésulte des activités agricoles par
I'application de produits phytosanitaires, d’engraiorganiques et organiques mais également
dans certaines situations de dépb6ts atmosphériguede contaminations accidentelles. Ces
contaminations, souvent ignorées et/ou sous-estintégnmencent a étre prises en compte au
travers de programmes de surveillance de la qudég sols agricoles, mis en place depuis
quelques années (Darmendretlal. 2000), notamment par le RMQS (Réseau de Mesuta de
Qualité des Sols). Le vide législatif au niveaunfais et européen est a l'origine de la
méconnaissance de I'ampleur de la contaminatiocesesols agricoles, d’autant plus que le
risque de contamination de la chaine alimentaireées, voire avéré dans certains cas (Dudka et
Miller 1999). En Allemagne, par exemple, plusiediaines de milliers d’hectares devraient étre
soustraits a l'activité agricole, méme en se basantles seuils les plus bas édictés par la
réglementation, et plusieurs centaines de millhectares sont concernés en Europe et aux
Etats-Unis (Lewandowslat al.2006).

Les sols agricoles, dont les teneurs en métaux wemie néanmoins modérées en
comparaison des sites et sols industriels pollygEsjvent étre traités par des procédés
biologiques, adaptés a la remédiation de grandefmcss, telle que la phytoremédiation.
Plusieurs approches peuvent étre envisageées, ‘dantdbilisation du polluant métallique par
phytostabilisation. Cependant, cette techniqueaplaurs couramment appliquée pour les terrils
miniers, empécherait les agriculteurs d’exploites parcelles contaminées, ce qui n’est pas
envisageable. La phytoextraction est par consédaesgule technique permettant d’extraire
situles métaux et de permettre la reprise de I'actaggcole aprés traitement. C’est par ailleurs
une technique « douce » qui ne nuit pas a l'aétibiblogique du sol et qui est économiquement
intéressante par rapport aux techniques physiaoighes (Lewandowslet al.2006)

Un des inconvénients majeurs de la phytoextra@girie temps de décontamination qui
peut parfois atteindre plusieurs dizaines d’anmgefonction du type de plante utilisé et de leur
vitesse de croissance, de la nature de la pollgiodes propriétés du sol qui influencent la
disponibilité des métaux a disposition de la plafieGrath et al. 2002; Mcintyre 2003).
Plusieurs études se sont intéressées a l'augnantddi la vitesse de phytoextraction, soit en
améliorant les capacités de la plante par manipal@énétique, soit en augmentant la mobilité
des métaux dans les sols, l'un des facteurs linstamajeurs pour lefficacité de la
phytoextraction, par ajout de chélatants synthégg(Karenlampiet al. 2000; Nascimento et

Xing 2006). Cependant, certains composés chimigigésjue 'EDTA, engendrent des effets
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néfastes sur la microflore et la microfaune du awisi qu’un risque de lixiviation des métaux
(Grémanet al.2001; Romkenst al.2002).

Une nouvelle techniqgue en émergence, la rhizoreatiédi qui associe la
bioaugmentation et la phytoextraction peut perreettraugmenter les performances de la
phytoextraction. Cette technique consiste a inocuée sol avec des microorganismes
rhizosphérigues ou non rhizosphériques, et a eultides plantes accumulatrices ou
hyperaccumulatrices. Jusqu’'a présent, la rhizorétiéd a surtout été employée dans le but
d’augmenter la biomasse des veégeétaux inoculés geloe métabolites produits par les
microorganismes bioaugmentés. Quelques auteur®rgeré&cemment intéressés au role des
microorganismes inoculés sur la spéciation de méans un sol contaminé, et a I'impact sur le
préléevement de ces métaux par les plantes (Glit8;2@han 2005; Wangt al. 2007; Whiting

et al.2001a).

Notre étude porte sur un sol agricole alsacienquoliaminé par du chrome (488 mg/kg
sol sec), du mercure (15 mg/kg sol sec), et du pl@81 mg/kg sol sec). Cette contamination,
conséquence de linondation répétée des terres dear effluents industriels fortement
contaminés, est largement supérieure aux teneursétmux autorisées dans les sols agricoles
pour pouvoir épandre des boues d’épuration.

L'objectif du travail a consisté en I'étude de lfact de I'inoculation d’'un sol agricole
par des microorganismes préalablement sélectiorsugd,efficacité de la phytoextraction par
une plante modéle, le mais. Les microorganismes ébitsélectionnés pour leur capacité
potentielle a augmenter la fraction de métaux nedbles par le mais, grace a la production de
métabolites tels que les organiques, les biosafiégstou les sidérophores.

Les microorganismes utilisés ont tout d’abord é@ionnés pour leur résistance aux
meétaux puis pour leur capacité a mobiliser le €EH¢ et le Pb dans deux sols ayant des niveaux
de contamination en métaux différents. La productie sidérophores a ensuite été optimisée
avant de tester les couplages plante-microorgasis@es tests ont été réalisés in vitro sur un
mélange sable/perlite stérilisé, dans un premietpge de facon a évaluer lI'impact de la
bioaugmentation sur la phytoextraction dans deslitions favorables (substrat synthétique dopé
en métaux). Puis les expériences ont été conddées le sol d’étude (non stérilisé et non dopé
en métaux). Dans le but d’augmenter a la fois taisules microorganismes inoculés dans le sol
ainsi que la production des métabolites d’'intéddtérentes formulations ont été proposées et
testées : des suspensions microbiennes (microsrgasi dits libres) et des microorganismes

immobilisés dans des billes d’alginate de calcimacaou sans substrat.
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Partie | : Etude bibliographique
1. Présence d’éléments traces métalliques dans keagotoles

1.1. Etat des lieux des sols agricoles francais

1.1.1. Nature et origine des pollutions métalliques

Pollutions localiséesys. pollutions diffuses :la plupart des sites contaminés recensés a
ce jour sont d’anciens sites industriels ou la aombation métalligue des sols est souvent
importante en terme de concentration mais circiles@& de petites surfaces. Il s’agit de
pollutions localisées. En 2004, prés de 500 00€ssibntaminés, essentiellement industriels,
étaient recensés en Europe de I'Ouest, dont 3800France (Agence européenne pour
I'environnement 2005). Les métaux recenseés susites contaminés européens, principalement
Cd, Cu, Pb et Zn, ont tendance a s’accumuler demnsdls, ce qui engendre un risque potentiel et
parfois avéré de contamination des eaux soutegahele la chaine alimentaire (van Driel et
Smilde 1990).

A l'opposeé, les pollutions diffuses relevent desswmloins contaminés que ceux des sites
industriels, mais elles concernent des surfacesipiportantes. Tel est le cas des sols agricoles
dont plusieurs centaines de milliers d’hectareaisaet concernés en Europe (plus de 10 000 ha
en Allemagne) et aux Etats-Unis (Lewandowskial. 2006). La contamination métallique des
sols agricoles est principalement due aux dépéatosgihériques, a l'utilisation de produits
phytosanitaires, d’engrais et/ou a I'épandage dsheté organiquestableau 1.1) (He et al.
2005). Les entrées en métawia les intrants, sont désormais fortement réglemsniéaitant

ainsi leur accumulation, ce qui n’était pas lediasans plus tot.

Tableau I.1 : Activités représentant les principales sourcescdntamination des sols

agricoles francais par des métaux (CTP 2001).

Elément Cd Cu Pb Zn
Quantité totale émise (t/an) 68 5300 8300 3200
Déchets urbains 7% 5% 3% 28%
Déchets agricoles . 19% . 70%
Engrais et phytosanitaires 89% 76% _ _
Retombées atmosphériques 4% _ 97% 2%
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Les entrées de contaminants métalliques peuventiissées en deux catégories :
Les entrées indépendantes de l'activité agricoleil s’agit d’'une part des retombées

atmosphériques d’origine naturelle telles que Bén des sols et les éruptions volcaniques, qui
sont responsables de I'’émission d’environ 112 Hdé&an au niveau mondial (Nriagu et Becker
2003). D’autre part, diverses activités humainesin@s d’incinération, hauts fourneaux,
production de briques, combustion de charbon etpéole, circulation automobile) sont
responsables de I'émission de métaiableau 1.2) (Ministére de I'aménagement du territoire et
de l'environnement 1996). Depuis une dizaine d'aenées émissions de meétaux dans
'atmosphere ont régressé du fait d’'une législafpns stricte. Par exemple, les émissions
atmosphériques de Hg et de Pb en France ont és&elbvrespectivement par 6 et 3 entre 1986 et
1994 (Ministere de I'aménagement du territoireeef@hvironnement 1996).

Tableau 1.2: Retombées atmosphériques en métaux liées aiwtéctanthropiques en
France en 1994 (g/ha/an). (1) (Ministere de I'emnement 1996) ; (2) (Justétal. 1995).

Elément Retombées liées a l'industrie (1) Retombeées liées a 'automobile (2)
Cd 0,05 5,7
Cu - 60
Hg 0,07 -
Ni - 35
Pb 1,29 1055
Zn 1,06 843

Les entrées liées a l'activité agricoleoncernent par exemple l'utilisation geoduits

phytosanitaires dans les vignobles, qui a contribué a I'accumartatie Cu dans les sols dont
certains en contiennent plus de 500 mg/kg (Roliehigte 1998). Certains pesticides longtemps
employés dans les vergers et les vignes, a basgdiate de plomb ou de composés organo-
mercurigues, ont aussi conduit a la pollution d#s en As, Hg et Pb (Robert et Juste 1998). Les
apports dematieres fertilisantes et les amendements, qu’ils soient organiques meraux,
constituent également une source importante de uxétians les sols agricoles. L’apport
d’engrais phosphatés, par exemple, contribue aidleissement des sols en cadmium dont les
teneurs varient selon l'origine géographique dessphates (Robert et Juste 1998). C’est
également le cas du Co, Cr, Mn, Ni et Zn préseats $orme d’impuretés dans les engrais
(Bourrelier et Berthelin 1998).
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Tableau 1.3: Valeurs seuils et d’investigation en métaux dasssols agricoles servant

de référence pour le recyclage des boues de ST&Pe(B997).

Elément Valeur seuil avant Proposition pour un seuil  Valeurs limites en
e épandage d-es boues d'investigation vigueur en UE
(arrété 8 janvier 1998) (programme ASPITET *) (%)

Cd 2 07 13

co 30 30 100-150
Cr 150 100 50-140
cu 10 35 115

Hg 1 B B

N >0 70 30-75

Pb 100 60 50-300
Zn 300 150 150-300

(*) Apport d’'une stratification pédologique pouétude des teneurs en éléments traces.

(**) Teneurs minimales pour la Suede et le Danenedrkaximales pour le Royaume-Uni.

Grande mobilité
Adsorbés
Mobilité moyenne * Argiles Mobilité moyenne
Incorporés dans les * Oxydes de Fe et Mn Complexés
étres vivants * Carbonates de Ca « Matiére organique
e Faune
« Microflore
SOLUBLES
\ Faible mobilité
\ Précipités
—* » Phosphates
Trés faible mobilité « Sulfures
Inclus dans les minéraux « Hydroxydes
» Silicates » Sels organiques
* Roches méres » Carbonates

Figure 1.1: Mobilité des métaux dans le sol (Justal.1995).
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Les amendements organiquedels que le fumier, les boues de curage, les bdees
station d’épuration (STEP), les composts et lehekscindustriels peuvent enrichir les sols en
métaux suite a des ajouts répétés, notamment eRIC&Gu, Ni, Pb et Zn (Changt al. 1984).
L’effet a long terme d’application de boues de STIP les cultures et la qualité agronomique
des sols a fait I'objet de plusieurs études (Chang@l. 1984; Juste et Mench 1992). Plus
spécifiguement, une étude de McGrathal. (1995) montre que 20 ans apreés l'arrét d’épandage
de boues de STEP, les métaux qui s’étaient accsnda@s le sol (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb et Zn)

affectaient encore la fixation de [dar lesRhizobiunmsymbiotiques du trefle.

1.1.2. Réglementation et surveillance des sols

L'épandage agricole des boues est réglementé mhichet N° 97-1133 du 8 décembre
1997 et l'arrété d'application du 8 janvier 1998. [Bbsence d’'une réglementation francaise
spécifiqgue au sol, l'arrété du 8 janvier 1998 inmgpakes teneurs limites en métaux au dela
desquelles I'épandage de boues de STEP n’est pasgsaufableau 1.3). Une directive cadre
européenne relative a la pollution des sols a é@qgsee le 22 septembre 2006 mais son
adoption n’est pas prévue avant 2008 (Papoulia6)200

La nécessité de surveiller la qualité des solscalgs francais a donné lieu a la création
de différents programmes de surveillance menéd’I|piRA, 'ADEME et le BRGM, dont les
plus récents — Quasar (Qualité des Sols Agricdlele® Récoltes) et RMQS (Réseau de Mesure

de la Qualité des Sols) — sont en cours de réalis@Darmendraikt al.2000).

1.2. Speéciation des métaux dans le sol

La connaissance des formes physico-chimiques déseélts est nécessaire pour
comprendre leur devenir dans I'environnement. Lifiéréntes formes des éléments résultent de
liaisons spécifiques (liaisons covalentes ou dedination) ou aspécifiques (échanges d’ions),
I'affinité de liaison dépendant de la nature chin@glu contaminant, de la surface d’adsorption,
et des conditions physico-chimiques du milieu. lmétaux sont répartis dans différentes
fractions du sol selon leur mobilité, le compartineltime étant représenté par la solution de sol
(Justeet al. 1995) figure 1.1).

La matiere organique particulaire grossiere efpkasicules argileuses organo-minérales
sont les fractions majeures auxquelles sont ligsriétaux dans le sol (Balabaeeal. 1999).
L’adsorption sur les oxy-hydroxydes de Fe et Mniéardise en évidence par la forte corrélation
entre les teneurs en Fe, Mn et les teneurs en €&dZIC Cu, Ni, Pb, Zn dans le sol (Baize 2000).

Dans le cas des sols formés a partir d'une roche méhe en métaux, la concentration
en éléments métalliques augmente avec la profondesteet al. 1995). En revanche dans les
sols agricoles, les métaux accumulés aprés épanttaeues ne migrent pas vers les couches
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profondes du sol mais restent dans la couche labtai(0-30 cm) (Chanegt al. 1984; Michelin
et al.2002).
La distribution des métaux dans le sol est estigréee a des méthodes d’extractions
séquentielles et la fractiobioaccessible est évaluée par des extractions chimiques simples
(Allen et Yin 1998).

1.2.1. Estimation de la distribution des métaux dans le so

Les schémas d'extraction séquentielle les pluiségilsont ceux de Tesseadral. (1979) et
du BCR (Bureau Communautaire des Références) @iget al. 2002; Ureet al. 1993; Wang
et al. 2003). Ces méthodes ont néanmoins pour inconviélaigion sélectivité des extractants vis
a vis des différentes formes de métaux et le ristpieedéposition des métaux lors des phases
d’extraction (Kheboian et Bauer 1987; Waaigal. 2003). L'efficacité de I'extraction dépend du
pH, de la concentration de I'extractant utilisé,tdonps d'extraction, de la température et des
propriétés physico-chimiques du sol (KalembkiewatzSocco 2002; McLaren 1998). Le pré-
traitement de I'’échantillon, notamment la granultmeébtenue aprés tamisage et la température
de séchage de I'échantillon de sol a analyser,npou@ role important dans la spéciation
métallique. Kalembkiewicz et Socco (2002) recomneguhdine taille de grain inférieure ou égale
a 250 um pour I'extraction séquentielle du Cr et température optimale de séchage du sol de
20-30°C.

L’extraction séquentielle de Tessiral. (1979) est la méthode qui s’est révélée étre la
plus efficace en terme de pourcentage d’extract®ICr et de Pb dans le sol, comparativement
aux meéthodes du BCR et de Shuman (1985) (Tritt@dRCPlusieurs études comparatives ont
également montré que les réactifs utilisés pardthode de Tessier permettaient d’extraire plus
de Pb dans le sol et les sédiments que la méthadBQR (Lopez-Sanchert al. 1993;
Raksasatayat al.1996).

Les métaux du sol extraits selon la méthode deidrestsal. (1979) sont répartis dans les
fractions suivantes :

 Fraction échangeable (Fl)es especes métalliques sont sous forme d’itmesl| ou

fixées aux particules de sol par des liaisons itdef@nergie ;

* Fraction liée aux carbonates (F2gs métaux sont associés aux carbonates oubadsor

spécifiguement ;

 Fraction liée aux oxydes de fer et de manganesg: (K% espéces métalliques sont

complexées avec des oxy-hydroxydes métalliques ;

" Voir glossaire
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« Fraction liée a la matiére organique (F4¢s métaux sont complexés par des sulfures

ou par des substances organiques de la phase esghtities fulviques, organiques, acides
aminés, composés phénoliques) ou de la phase gabilies humiques), ou encore incorporés
dans les organismes vivants (végétaux, animauxponganismes) ;

 Fraction résiduelle (F5)cette fraction métallique est contenue danssiksates, la

matiére organique récalcitrante et certains oxydes.

En général la mobilité des métaux dans les diftéserractions diminue dans l'ordre
suivant : échangeable > liée aux carbonates >ali&eoxydes de Fe et Mn > liée aux composés
organiques et sulfures > résiduelle (Li et Thorr2601).

Les méthodes d’analyse de la distribution du meraans le sol sont a part dans la
littérature du fait des propriétés chimiques patieres de ce métal, rendant les méthodes de
spéciation classiques inadaptées a ce métal (Wikdtgeret al. 1998). Les acides humiques et
fulviques du sol, qui représentent une fraction antgnte dans la spéciation du mercure, ne
peuvent étre déterminés par des schémas de spgacidassique (Giulio et Ryan 1987,
Wallschlageret al. 1998). Une étude comparative de Sancékeal. (2005) a montré que la
méthode de spéciation de Giulio et Ryan (1987) ditrlas meilleurs rendements d’extraction
sur des échantillons de sol.

La méthode de Giulio et Ryan (1987) permet d’extrid mercure selon 5 fractions :

> F1 : fraction extractible a I'eau ;

> F2 : fraction échangeable ;

> F3 : fraction liée aux acides humiques et/ou fuleis|;
> F4 : fraction liée a la matiére organique et aufuses ;
> F5 : fraction résiduelle.

1.2.2. Estimation des fractions bioaccessibles et biodigpes.

Concernant la disponibilité des métaux dans leib&ut distinguer deux fractions. La
fraction bioaccessiblereprésente la fraction métallique échangeablel’queextrait du sol par
des méthodes physiques ou chimiques, cette fraegopotentiellement biodisponible pour les
microorganismes (voiiigure 1.5p 25). Lafraction biodisponible représente la fraction soluble
des métaux qui peut traverser la membrane des isngas biologiques du sol (Sempde al.
2004).

Les extractions simples sont plus rapides et mao8teuses que les extractions
séquentielles, mais elles ne renseignent pas saskociations entre les métaux et les différentes
fractions du sol (Tack et Verloo 1995).
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Pour les extractions simples en une seule étapeeX&ractants les plus couramment
utilisés sont I'eau distillée, le DTPAle NaNQ, ou le CaGl (Chen et Cutright 2001; Gupta et
Aten 1993). L'extraction avec un mélange d’acidegaaiques de faible poids moléculaire donne
des résultats supérieurs en terme d’efficacité tchekion, par rapport a ceux obtenus par la
méthode du BCR pour la fraction échangeable, gliseit’acide acétique a 0,11 M (Wamrg al.
2003). Une méthode en particulier utilise un métamjacide acétique, lactique, citrique,
malique, et formique, pouvant mimer 'action deswedats racinaires sur la mobilité des métaux
(Fenget al.2005).

La concentration en métal ionique libre dans latsmh de sol est, selon plusieurs études,
un bon indicateur du prélevement du métal par éggtaux, c’est a dire de la biodisponibilité
des métaux (Checkadt al. 1987; Csillaget al. 1999). La récupération de cette solution par
centrifugation est une maniere d’estimer cette ibfmzhibilité (Csillaget al. 1999; Zhancget al.

2001). Cette derniere nécessite cependant un paageed’humidité du sol supérieur a 80%.

1.3. Parametres physico-chimiques influencant la mabildes
métaux dans le sol

La mobilité des métaux dans le sol est régie d&Erdntes réactions d’origine abiotiques
et biotigues : solubilisation/insolubilisation, adstion/désorption, mécanismes de
mobilisation/immobilisation des métaux par dissolutprécipitation, dispersion/floculation. Les
parametres édaphiques qui régissent ces réactions :sles conditions acido-basiques,
d'oxydoréduction, la présence et la nature de digasrganiques et minéraux, la présence et la
nature des colloides minéraux et organiques, |aepee et l'activité des microorganismes
(Berthelin et Leyval 2000; Hesterberg 199@pleau 1.4).

Le pH est un des facteurs déterminants de la mobiligéng&taux. La diminution du pH
favorise la mobilité de la plupart des métaux pamise en solution des sels métalliques ou la
destruction de la phase de rétention. L'arrété 8Bujahvier 1998 n’autorise d'ailleurs pas
I'épandage de boues urbaines sur des sols de BFieinrf a 6.

Le potentiel d’oxydoréduction (Eh) dépend du degré d'aération du sol, des pratiques
culturales et des conditions climatiques. En camalit anoxiques, les composeés ferriques et
manganiques sont plus solubles et libérent lesurégai leurs sont associés. En revanche en
conditions aérobies, les oxydes de Fe et Mn étant golubles, ils immobilisent les métaux
(Deneux-Mustiret al.2003).

" Voir table des abréviations
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Tableau 1.4 : Influence des propriétés du sol sur la mobities métaux (Berthelin et
Leyval 2000).

Effets
Propriétés du sol Effets fondamentaux sur la
mobilité
* Diminution de l'adsorption des cations &
pH faible _ ) _
* Augmentation de l'adsorption des anions sur leslesye %
Al, Fe, Mn
* Augmentation de la précipitation des cations sousé¢ de
carbonates et hydroxydes
* Augmentation de l'adsorption des anions sur lesdesy %
métalliques
o * Augmentation de I'adsorption des cations par degposes
pH éleve humiques

« Augmentation de la complexation de certains catipms A
des ligands solubles
e Diminution de I'adsorption des anions

* Diminution de la solubilité a faible Eh sous fornde
sulfure, si présence de sulfates %
* Augmentation de la solubilité des oxydes divalents&
comparativement aux trivalents.

Potentiel redox

Présence de
ligands organiques
et minéraux en
solution

Augmentation de la solubilité des métaux &

Teneurs élevées en,

argile Augmentation de I'échange d'ions pour les cationsaees %

e Augmentation de l'adsorption des cations métalbque
Présence d'oxydestraces avec I'augmentation du pH
d’Al, Fe, Mn * Augmentation de l'adsorption des anions traces daec %
diminution du pH
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La CEC (capacité d’échange cationiquetaractérise la capacité d’'un sol a stocker et a
restituer les éléments minéraux : les particulewsfi d’argile, a forte CEC, sont chargées
négativement et adsorbent donc les particules @degeb opposées. De ce fait, les cations
métalliques peuvent se fixer a la surface des quées d’argile par échange de proton§ H
entrainant une baisse de leur disponibilité.

La matiere organiquejoue aussi un réle majeur dans la répartitionrdésaux entre elle
et la solution du sol et par conséquent dans lér@ende la disponibilité des métaux. Les
composeés organiques du sol ont en général une graiffidité pour les métaux du fait de la
présence des groupements carboxyliques, phénoliqlesoliques ou de ligands (Alloway
1995). La présence d’acides humiques agit égaleocmnine un facteur important de rétention
des métaux du sol (Muhlbachogtal.2004).

La texture et la structure du sol sont des facteurs intervenant dans la mobilité des
métaux. Dans un sol structuré, la vitesse de laagdes composés solubles est plus grande que
dans une matrice constituée de micropores. Le pgoahgar les colloides du sol (particules
d’argile, matiere organique soluble, biomasse) pegimenter la mobilité des métaux associés a
ces solides (Millet al. 1991).

Les pratiques culturales peuvent influencer la mobilité des métaux en madifiles
propriétés du sol et les conditions physico-chirgjua la suite par exemple de I'apport de
matiere organique (boues chaulées ou non, compdséjsctions animales, déchets divers)
(Lavadoet al.2001). La nature et le mode d’application desligants, la rotation des cultures
et le labour jouent aussi un réle important.

Plusieurs facteurs sont utilisés en pédologie piéarire les transferts de métaux dans le
sol dont le facteur de rétentioRf{ et le coefficient de distributiorKfl). Rf est le rapport entre
la vitesse de diffusion effective et la vitesseddf@usion apparente des éléments. Il est lié a la
teneur en matiere organique, a la CEC, a la someaddses échangeables et a la teneur en Ca
échangeable (Roehl et Czurda 1998). Le Kd, ragjmla concentration de I'élément adsorbé sur
la phase solide a la concentration du méme élédeerd la phase soluble, est variable selon les
éléments métalliques : Kd(Pb) > Kd(Cu) > Kd(Cd) (elaet al.2001).

1.4. Contamination des sols par le Cr, le Hg et le Pb
En France sur les 3727 sites contaminés recens&0érmpar le BRGM, 17% contenaient
du Pb, 14% du Cr et 6% du Hg. Les flux d’élémerdsds contaminant les sols francais étaient
estimés en 1994 a 8300 t pour le Pb et 3,6 t pagu(Bdurrelier et Berthelin 1998). Bien qu'ils
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ne soient pas fréquemment concernés par ces méegusols agricoles peuvent les accumuler
suite a une pollution d’origine industrielle. Tatée cas du sol agricole que nous avons étudié.

1.4.1. Cas du chrome

Le chrome est un métal de transition, f&&lément le plus abondant de la terre et le
21°™ de la cro(te terrestre qui, sous forme trivalert#, un élément trace essentiel pour les
humains et les animaux car impliqué dans le méshel des glucides (Alloway 1995). En
revanche, le Cr sous forme hexavalente est claasél'lARC (Agence Internationale de
Recherche sur le Cancer) comme cancérogéne ceresnvoies de contamination classiques
sont l'ingestion d’eau ou d’éléments contaminégiehalation. Les apports quotidiens en Cr
doivent étre compris entre 50 et 200 pg/j selorrgboisation mondiale de la santé
(WHO/FAO/IAEA 1996).

Les teneurs en Cr dans I'environnement varient@ea 50 mg/kg pour les sols, jusqu’a
125000 mg/kg pour les sols ultramafiques, de QL1 7Apg/L pour les eaux douces et de 5.20
1,2.10° pg/n? dans I'air (Adriano 1986).

Le chrome est le plus souvent extrait de la chemmtinerai de type oxyde mixte :
FeCrO, (Deneux-Mustinet al. 2003). La production mondiale de Cr est de l'okeld t/an,
dont 60 a 70 % sont utilisées dans les alliagefmment pour I'acier inoxydable), et 15% dans
les procédés industriels, principalement la taenelti cuir, la production de pigments, les
conservateurs du bois et I'électrolyse (Alloway3;9arnhart 1997). Le Cr est présent en tant
gu’impureté dans les engrais potassiques et phosplavec des teneurs comprises entre 71 et
241 mg/kg selon l'origine des minerais (Al-ShawDethl 1999).

Spéciation dans le sol

Selon le pH et le potentiel redox du sol, le Crtpétre sous forme anionique ou
cationique, sous forme trivalente {€et CrQ) ou hexavalente (@D, et CrQ?). La forme
prédominante dans les sols est Crlll, le CrVI étagsent dans les milieux fortement pollués en
Cr et dans les eaux de surface ou souterrainee(Reaviustinet al.2003).

Dans un sol neutre alluvial contaminé par du Chlllplupart du Cr est lié aux oxydes de
Fe ou Mn et a la matiere organique et seule urmefgiroportion est sous forme échangeable
(Bartlett 1991). Le Crlll est moins mobile que |eMCet est précipité en tant que Cr(QHyu
FeCrax(OH)s en conditions alcalines ou légerement acides taissl, ce qui conduit & son
immobilité (Wittbrodt et Palmer 1995). Certainesnfies de Crlll peuvent étre oxydées en CrVI
plus soluble par des oxydes de Mn (lIl ou 1V) oupeésence d’'un exces d;Q@Cervantest al.
2001).
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Le CrVI existe principalement sous forme daniongt n'est pas stable
thermodynamiquement dans les sols exceptés daesv@®nnements alcalins et oxydés : il est
facilement réduit en Crlll en présence de matiaganmique, de Fell aqueux, de composés
soufrés, ou lorsque le taux d’humidité du sol ésvé (Bolanet al. 2003; Fendorgt al. 2004).
Les ions chromates (CAQ HCrOy) et dichromate (GB;%) sont faiblement adsorbés sur le sol
dans des conditions alcalines a légerement adiggisant une forte mobilité de ces ions dans
les horizons de surface (Wittbrodt et Palmer 19B8&%. chromates peuvent étre adsorbés a pH 2-
7 sur des surfaces minérales chargées positivefmetaimment les oxydes de Fe et Al) mais en
présence d’ions compétitifs pour ces sites d’adsmrp(sulfates, silicates, carbonates), la

mobilité des ions chromates peut augmenter (Zaataah1987).

1.4.2. Cas du mercure

Le mercure est un métal utilisé depuis 2500 anisjuigie et pouvant étre relargué dans
'atmosphére et étre échangé dans les systemediqdap et aqueux selon les processus
suivants : les éruptions volcaniques et autresviteti géothermales, I'érosion des sols, la
volatilisation de Hg de la crolte terrestre enaef(Alloway 1995). Le mercure peut affecter la
santé humaine par inhalation et contact cutanéasucpntamination de la chaine alimentaire
(Bourrelier et Berthelin 1998).

Le mercure élémentaire et les sels mercurigues Soed  disponibles dans
'environnement contrairement au méthylmercure qeprésente le risque majeur de
contamination de la chaine alimentaire. La consotiomale poissons contaminés est une des
sources principales d’apport de mercure a 'homer fioyenne 0,19 ng/kg/j) (Ricoux et
Gasztowtt 2005). En 2000, la production mondialemd#cure était estimée a 640000 t et son
relargage dans I'environnement a 6000 t/an (ldaml. 2003). Les activités anthropiques qui
contribuent a la dispersion de Hg sont: 1) la castibon d’hydrocarbures, de charbon, de
déchets ménagers, 2) les procédés a haute temmeé(finderie, cimenteries, production de
chaux), 3) les industries métallurgiques, extragiv(or, mercure), l'industrie chimique
(peintures, production de composeés chlorés (egaved), piles/batteries, thermometres, réactifs
et catalyseurs dans divers procédeés) et 4) desesodiverses (pesticides, fertilisants et engrais)
(Hissler 2003).

Le mercure entre dans I'environnement sous formeide en tant que Hg°, ou sous
forme ionique Hgll liée a la matiere particulaissue de la combustion de charbon, de déchets

ou d’activités volcaniques, ou sous forme de corgdassus d’effluents industrielsgure 1.2).
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La concentration en mercure dans les sols vee 0,01 a 0,5 mg/k(Alloway 1995),

cette teneur étant en majordépendantale la concentration de I'élément dans I'atmosp
(Lindgvistet al.1991).
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Figure 1.2: Cycle biogéochimique et spéciation du mercurengheu continenta
(d’aprés (Steiret al. 1996).

Spéciation dans le si

Le mercure dans les sols est rapidement fixé parcégbonates, les phosphates,
oxydes de Al, Fe et Mn etigout par la matiere organique, notamment lestanbes humique
dans les couches supérieures du(Anderssonet al. 1990) En conditions anoxiques et
présence de fortes concentrations en matiére apgenia formation de méthylmercure
facilitée (Anderssoet al.1990.

Le mercure peut étre présent sous plusieurs fc: HgS, Hgll, méthy-Hg, Hg° figure
1.3). Hg® et Hgll sont les éte d'oxydation les plus courants dans le sol. Comnaént aus
autres meétaux, la quantité de Hg mobilisée dimipaer un pH <3 et un pH>12, du fait
pouvoir tampon élevé des acides humic(Yin et al. 1996).
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Figure 1.3: Espéces ioniques et transformation des composésuriques dans le sol ;
(1) réduction, (2) oxydation, (3) formation des @m®és organiques, (4) hydratation, R :3CH
CHsCH; ou GHs (Kabata-Pendias et Pendias 1992).

1.4.3. Cas du plomb

Le plomb est présent dans différents minerais toptus exploité est la galene (PbS). Il
est utilisé et rejeté sous différentes formes nidballique (composants de batteries, munitions,
soudure Pb-Sn), PbO (batteries, fumées d'inciméraftbnderies), autres (peintures, additifs pour
carburants, aciérie, pesticides) (Ruttyal. 1999). Le Pb, principalement relargué au cours de
I'incinération de combustibles fossiles et de déghgeut se redéposer sur le sol. Les retombées
atmosphériques contribuent ainsi a 68% de I'ersgdrnent moyen annuel en Pb des sols dont la
concentration moyenne dans les sols agricolesee84 @ mg/kg de sol (Miquel 2001).

Le Pb peut également étre apporté aux sols agsique épandage de boues. Celles
destinées au recyclage agricole dans le Haut-Rimtenaient en moyenne 79 mg de Pb par kg
de matiere séche (MS) en 1998, ce qui est largemfteur aux valeurs limites fixées a 800
mg de Pb par kg de MS (MRAG68 1999).
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Les voies d’exposition au Pb sont principalemerggstion deau et d’aliments
contaminés, notamment les mollusques, les abatsircefruits et légumes, les champignons et
le vin (Miquel 2001).

Spéciation dans le sol

Une fois dans l'environnement, le Pb est principalat lié & la matiere organique, aux
oxydes de Fe et Mn et aux argiles (Chlopecka eta&dr1997; Dongt al. 2000).

Les valences principales de Pb dans le sol soat IV et les ions Pbll et Pb(OH)
prédominent dans la solution de sol (Rabwl. 1999). Le Pb est trés peu disponible dans le sol,
la concentration des formes solubles étant en nmeyele 16> M et les fractions échangeables
et liées aux carbonates étant généralement inféseu 3,5% de la teneur totale en Pb (Adriano
1986).

Le pH et la concentration en phosphates sont demmgdres importants régissant la
mobilité du Pb (Sauvet al. 1997). Il a été montré que l'adsorption du Pb darsdl augmente
quand le pH augmente et que des hydroxydes métdligeuvent se former, tel que Pb(®H)
(Martinez-Villegas et al. 2004; Pierangeliet al. 2001). En présence de phosphates, le Pb
précipite sous forme d’hydroxyapatite de plomb jA®O))s(OH),] ou flocule en
chloropyromorphite [PPOy)sCl] relativement insoluble. Ce dernier complexe tpétre
déstabilisé par la présence de matiére organicps®uatie et suite a des variations de pH (Lang et

Kaupenjohann 2001).

1.5. Les métaux dans les sols alsaciens

L'alsace, du fait de son passé industriel importest la 4™ région francaise en terme de
nombre de sites contaminés. La base de données BAB&3e de données sur les sites et sols
pollués ou potentiellement pollués) recensait €240 sites et sols potentiellement pollués en
Alsace (118 dans le Haut-Rhin et 122 dans le Bas)R{Ministere de I'écologie et du
développement durable 2004ig@re 1.4).

Certains sites sont connus pour leurs pollutiossohigues : la concession pétroliere de
Pechelbronn, le bassin potassique, les dép6tardkustrie chimique du sud du Haut-Rhin, les
dépobts de résidus de lindane et le secteur induslini travail des métaux. Le bassin de la Thur
dans la partie supérieure du bassin de I'lll estoniquement contaminé par du mercure relargué
d’un site de production de chlore et de soude a¥fihann (Hissler 2003). La production de
chlore par électrolyse utilise encore des élecsame mercure, dont une partie est perdue par
volatilisation due aux fortes températures implegidans le processus (Calasans et Malm 1997).
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Figure 1.4: Répartition des sites recensés dans BASIAS @hxcisites industriels et

activitées de service)mj et BASOL (@) pour le Haut-Rhin (Ministere de I'écologie et du

développement durable 2004).

Tableau 1.5: Teneurs moyennes en meétaux dans les sols agifolg/kg de sol sec). (1)

(Baize 1997) ; (2) (MRAGS 1999).

Elément
Cd Cr
Horizons

Ni Pb Zn

Sols frangais

1)

Sols
alsaciens (2)

0,05-0,45 10-90

0,25-0,40  30-60

Sols haut-

thinois (2)  0'%° 41,1

2-60 9-50 10-100

20-40 20-40 45-90

30,2 29,4 64,8
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Les sites contaminés en Alsace en Cr, Hg et Pb dendiverses natures : dépbts de
scories (Pb), sites industriels de circuits impsng€r), métallurgie (Cr), raffinerie de pétrole
(Pb), boues de tannerie (Cr), fonderies et éma#eiCr, Pb), fabriques de thermométres (Hg),
anciennes décharges d’ordures ménageres (Cr) tiredutextiles (Pb, Cr), usines de créosotage
(Cr, Pb), stockage de déchets de fabrication d'exgd titane (Hg), production de chlore par
électrolyse (Hg), orfevrerie (Cr).

La base de données BASOL a estimé que 87,5% dmssadtaciens contaminés par des
meétaux pouvaient avoir un impact sur la polluti@nla nappe rhénane (Ministére de I'écologie
et du développement durable 2004). Peu d’études esmwore disponibles sur les teneurs en
métaux des sols agricoles alsaciens bien que degrsanoyennes aient été estiméabléau
I.5). Les sols agricoles du Haut-Rhin présentent désuvs inférieures a celles de la norme pour
le Cr, Hg et Pb dont les teneurs les plus élevéasernent I'horizon 0-20 cm (ADEME 1998).
Des analyses effectuées dans la vallée de la Trituioatefois révélé des concentrations en Hg
variant de 108 a 639 mg/kg de sédiments et de &J6amg/kg de sol (Remgt al. 2003). Par
ailleurs, bien que les données ne soient pas mshlpusieurs zones agricoles, le plus souvent au
débouché de vallées anciennement industriellesepdipulaires a la plaine du Rhin, ont

progressivement accumulé d’autres métaux en plusataure tels que le chrome et le plomb.

-20 -



: Etude bibliographique

Partie |

[.6: Comparaison des méthodes de dépollution phydicoiques et

Tableau

biologiques pour la remédiation de sols polluésafikét al.2004; Mulliganet al.2001).
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2. Les techniques de dépollution du sol
2.1. Méthodes physico-chimiques

La majorité des sites contaminés par des métauxramce sont traités par stabilisation et
confinementin situ ou excavation et stockage. Paff et Bosilovich B)98nt montré que plus de
70% des sites contaminés par le Pb aux Etats-Utsiené traités par immobilisation des
contaminants, en général par stabilisation, etmoes de 10% étaient traités par extraction du
métal. Le colt de ces méthodes de remédiation atien que le traitement est réaligésitu
(traitement du sol sans excavation), sur site (eatt@n du sol et traitement sur place) @u situ
(excavation et transport du sol contaminé versumt de traitement). La plupart des techniques
physico-chimiques sont onéreuses et altérent gigtifement la qualité agronomique des sols
contrairement aux méthodes biologiquesbleau 1.6) (Alkorta et Garbisu 2001; Leaat al. 2007,
Reedet al. 1996).

2.2. Méthodes biologiques
2.2.1. Bioremédiation
Le terme de bioremédiation est utilisé pour déctas processus de dégradation ou
d’élimination des contaminants de I'environnemeat gdes microorganismes (Glazer et Nikaido
1995). Cette méthode, peu colteuse, peut étreqagelin situ, sans excavation de la terre ni
dommages au sol. Concernant la bioremédiation s sontaminés, differentes méthodes sont
applicables :

e L’atténuation naturelle, forme de bioremédiation la plus simple puisqe’ell
consiste uniquement en un suivi analytique de ttab@ent de la pollution. Cette technique part du
principe que la microflore indigene d’un site pélla su s’adapter a la pollution considérée et peut
utiliser les polluants comme nutriments. La popatabactérienne capable d’utiliser ces polluants
prolifere et peut alors devenir dominante (MulligetnYong 2004). Cette technique est néanmoins
appliguée a un nombre réduit de sites en raisotemips de dépollution qui peut parfois atteindre
plusieurs dizaines d’années et de la surveillamcmanente qui s'impose (Heitzer et Sayler 1993) ;

e La biostimulation consiste a accroitre l'activité¢ de la microfloredigene,
notamment en terme de croissance et de dégradaaorgpport de nutriments (carbonés comme
source d’énergie, minéraux) et/ou d’accepteursulind’électrons (oxygene, nitrate, sulfate) pour

pallier la pauvreté en nutriments du sol disposilpleur les microorganismes.
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Tableau 1.6 (suite)
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La gestion «a l'aveugle » de la microflore carase& cette technique puisque les
microorganismes qui bénéficient de la « stimulatiare sont pas forcément ceux impliqués dans
le traitement du (des) contaminant(s) (El FantroeisAgathos 2005);
* La bioaugmentation, caractérisée par I'ajout de microorganismes d'éttéians
le sol, a pour but de stimuler la dégradation ddki@nts organiques et d’agir sur la spéciation
des polluants inorganiques. Les microorganismeslam@p peuvent étre issus de sélections
réalisées a partir d’échantillons environnement@ais, sédiments, boues, etc.). lls sont ensuite
cultivés en masse et inoculés dans leur environnedierigine ou dans un autre environnement.
Des microorganismes génétiquement modifiés peudtrd utilisés a ce titre mais leur

introduction dans I'environnement doit faire I'obpe contréles poussés (Sayler et Ripp 2000).

2.2.2. Interactions microorganismes/ métaux
2.2.2.1. Effet des métaux sur les microorganismes

Suite a un amendement en boues de station d’époyah biomasse et l'activité
microbienne dans les sols contaminés par les métanixsouvent inférieures a celles d’'un sol
non contaminé, du fait de I'impact négatif des mgtexiques sur l'activité et la structure de la
communauté microbienne (Chaussod 1996). De fodesantrations en métaux (Cd, Cu, Pb, Zn,
etc.) peuvent ralentir voire inhiber la minéralisatde I'azote (ammonification, nitrification), la
fixation symbiotique de l'azote, la dénitrificati@t d’autres activités enzymatiques (glucosidase,
catalase, lipase, phosphatase, déshydrogénasdhdiBeret Leyval 2000; Diaz-Ravinat al.
1994). La modification des fonctions microbiennestgrbe ainsi le bon fonctionnement des
cycles biogéochimiques dont les répercutions quartexemple, une tendance a 'accumulation
de la matiére organique dans les milieux fortengentaminés (Dahlin et Witter 1998; Sdtial.
2002). L’exposition a long terme a un polluant pegpendant stimuler le transfert de genes au
sein de la communauté bactérienne et peut favoléerergence de populations résistantes
(Berthelin et Leyval 2000).

Les effets des métaux sur les microorganismes dié&peme leur concentration dans les
fractions échangeables et dans la solution du ditds respectivement bioaccessibles et

biodisponibles (voir paragraphe 1.1.8y(re 1.5).
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Composés adsorbés
(bioaccessibles)
y .

Racines

Composés
biodisponibles

Composés non

bioaccessibles Microfaune

Composés adsorbés,
réversibilité lente
(bioaccessibles)

Composeés libres
(bioaccessibles)

Figure 1.5: Schéma représentant les fractions bioaccessdildsiodisponibles d'un

contaminant dans un sol (d’aprés Sengtlal, 2004).
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Diffusion et transport
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Séquestration des particules
Réaction redox

Précipitation

Intracellulaire

e

Métallothionéines
Liaison non spécifique/séquestration
Compartimentation dans les organites
Réactions redox/transformations

Réactions extracellulaires
Précipitation des produits excrétés
(oxalate, sulfures)
Complexation et chélation
Sidérophores

Matériaux associés a la cellule
(polysaccharides, mucilages, capsules..|
Echange d’ions
Séquestration des particules
Liaison non spécifique
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Figure 1.6: Processus microbiens contribuant aux interasti&tna la détoxification des

métaux lourds (adapté de Gadd et White, 1993).
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Les meétaux de la fraction biodisponible peuventlugf négativement sur les
microorganismes. Leurs effets peuvent étre attéouésompletement disparaitre si les métaux
sont adsorbés sur des particules argileuses omigrgss, complexés, ou bien précipités a un pH
alcalin (Chuaret al.1996).

La sensibilité de certains microorganismes a lactiéxdes métaux a pu étre exploitée
dans la détection de la pollution en les transfortnga biocapteurs. C'est un des seuls moyens
pour quantifier la fraction métallique réellemenodisponible dans le sol. Par exemple, des
biocapteurs réalisés aveRalstonia metalliduransAE 2440 (anciennementAlcaligenes
eutrophu3} sensible au CrVI et AE 2448 sensible au Pbll éét construits pour évaluer les
teneurs en Cr et Pb dans le sol (Corbisteal. 1999). Un biocapteur utilisant une construction de
fusion entre le promoteuner R et des génekix a également été construit pour suivre les

concentrations en Hg dans le sol (Rasmusseah 2000).

Mécanismes de résistance des microorganismes en gggce de métaux

La réaction des microorganismes aux meétaux estcipalement basée sur des
mécanismes de résistance et de détoxification slenétaux. Les systémes de résistance sont le
plus souvent plasmidiques, assez spécifiques démm en général une résistance a plusieurs
métaux par des systemes d’efflux (Ji et Silver 1995

Il existe cing mécanismes de résistance microhidas microorganismes peuvent en

posséder un ou une combinaison de plusieurs (Batiak2000) figure 1.6) :

. Exclusion du métal de fagon active ou passive ;

. Séquestration intracellulaire par fixation sur gestéines riches en cystéine ;
. Séquestration extracellulaire par bioprécipitatonsécrétion de métabolites ;
. Détoxification enzymatique ;

. Réduction adaptative de la sensibilité des cellcileles aux métaux.

Le déclenchement des mécanismes de résistanceieasor la mobilité et 'immobilité

des métaux dans le sol.

Mobilisation des métaux

Elle se manifeste sous différentes formes (Gadd 200

» La lixiviation hétérotrophe : les microorganismes chimioorganotrophes acidlifie
I'environnement par efflux de Hl0 aux pompes HATPases ou par accumulation de QD &
la respiration. Cela peut également étre le faitrelargage de sidérophores ou d’acides
organiques (citrique, oxalique). Le sidérophoraline E produitpar R. metallidurans<CH34
permet notamment d’augmenter la disponibilité de Rl et Zn par complexation (Diets al.
1999) ;
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 La lixiviation autotrophe : les bactéries chimiolithotrophes acidophiles deqt le
Fell en Felll et les composés soufrés eB®h. L’acidification du milieu mobilise les métaux ;

* La biométhylation : cette réaction est possible pour Ag, Hg, Pb, Se, Te. Les
composeés méthylés sont biologiquement plus mobileda forme élémentaire ;

* Les réactions d’oxydoréduction: la réduction des oxyhydroxydes de Fe et Mn ou
I'oxydation des sulfures augmente la mobilité d&taux qui leur sont associés dans le sol.

* Les biocolloides de par leur ubiquité et leurs propriétés d'adsorp les
microorganismes peuvent jouer un rdle important sddm mobilité des polluants dans
I'environnement. Par exemple, la vitesse de trahsj@oCd, Hg et Zn par des colloides biotiques
(E. coli et R. metalliduransCH34) est multipliée par 4 a 6 fois par rapport a@wbstances

dissoutes du sol (Guiné et Martins 2003).

Immobilisation des métaux

Elle regroupe :

* La biosorption, réaction rapide, aspécifique, dépend des pr@grigtes parois
microbiennes. La réactivité des parois bactérierestsessentiellement due aux groupements
carboxyliques du peptidoglycane et aux groupemetigssphates de l'acide téichoique et
téichuronique (Volesky et Holan 1995). Pour lesncp@nons, la mélanine, la chitine et le
chitosan seraient responsables de la plus grandie 2 I'adsorption des métaux par leurs
groupements phosphates et carboxylates (Voleskipktn 1995). Les biofilms bactériens sont
d’'une maniére générale plus résistants aux métauxfait de la surproduction d’EPS
(exopolysaccharides) qui piegent les métaux paorptien, en particulier cheP. aeruginosa
(Teitzel et Parsek 2003) ;

 La bioaccumulation, piégeage des métaux dans la cellule par des c#a@EImilaires
aux métallothionéines (Howet al. 1997) ou aux phytochélatines (Rauser 1995) ;

 La précipitation des métaux par réduction des composés métallppreles bactéries
sulfato-réductrices ou par sécrétion d’oxalate sphates et carbonates (Gadd 2004) ;

* Les réactions d’oxydoréduction: réduction des sulfates qui précipitent sous &da
sulfures métalliques ou réduction d’'autres éléméguas exemple : CrVI en Crlll), ou oxydation

de Fe et Mn sous forme d’oxyhydroxydes.

2.2.2.2. Interaction des microorganismes avec le chrome
Contrairement a la plupart des métaux présents fwose cationique, le Cr peut étre
sous la forme oxyanionique (C) et par conséquent ne peut étre fixé sur les ceams

anioniques des parois bactériennes.
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De nombreux microorganismes possedent des plasméessistance au Cr, notamment
Pseudomonas fluorescef®htakeet al. 1987) etPseudomonas aeruginog&ervanteset al.
1990). Ralstonia metalliduran€CH34 est une bactérie peu sensible a la toxicééalique,
notamment au Cr, car elle posséde deux méga-plasngjdi lui conferent une résistance aux
meétaux suivants (Mergeay al. 1985) :

 PMOL 30 : Cdll, Coll, Cull, Hgll, Pbll, TIl, Znll.
 PMOL 28 : Coll, CrVI, Hgll, Nill, Znll.

La résistance des microorganismes aux ions chrenestebasée sur un systeme d’efflux
de ces ions par une protéine antiporteur chromafats, qui exclue les ions chromates du
cytoplasme par des vésicules membranaires (Nie3)199

La réduction biologique de CrVI en Crlll est un ragisme potentiel de détoxification, et
de contréle de la dispersion du Cr, qui peut &edisé par des bactéries telle quefluorescens
(Desjardinet al. 2002) ou par des champignon8spergilluset Penicillium, isolés sur un sol
contaming, et qui ont également montré d’excelkmt@pacités de biosorption du Cr sur leur
paroi (Cervantest al.2001).

2.2.2.3. Interaction des microorganismes avec le mercure

Les sols contiennent naturellement peu de bactégstantes au Hg, environ 0,01% soit
0,07 % des bactéries hétérotrophes totales (Ragjaatl 1997). Le contact avec le Hg permet
non seulement une augmentation du nombre de bextééisistantes mais également une
augmentation de la proportion des bactéries Gpammi celles-ci (Ranjardt al. 1997). Olsoret
al. (1989) ont également montré que les bactéries Geteient majoritaires dans les sols et
surtout dans les sédiments pollués en Hg, en pheticelles du genrBseudomonas

La résistance au Hgll est codée par un ensemb{ges regroupés dans l'opéroar,
identifié chez des bactéries Grar(Bacillus sp.) et Gram (Pseudomonasp., Thiobacillus
ferrooxidan$ (Osbornet al. 1997). Cet opéron code pour des protéines pémdpes, dont Mer
T et Mer C qui collectent Hgll dans I'environnemente transferent dans le cytoplasrfigure
1.7). L'opéron code également pour deux enzymes gdifmmercuriale lyase Mer B qui
hydrolyse les composés mercuriques stables liésadione, et la réductase mercuriqgue Mer A
qui utilise les substrats de la premiére hydrolyser réduire Hgll en Hy Le Hge° volatile est

ensuite relargué dans I'environnement par diffugitravers la membrane cellulaire.

-28 -



Partie | : Etude bibliographique

Hg"' Hg**

A MerTFE- MerP .:r MerC
Ilr ."f 3 ; . -H“H-.\‘ lll
| HI'._'IH !

|
: if ; | Mears
-
i I'\-. I—Ik-ll:l .I'I .'I
L =
P |
v

Figure 1.7: Schéma de résistance microbienne au me(Nies 1999

En conditions anaérobies, les ions Hgll peuvene étréthylés principalement
composés monométhyl (GHg") ou diméthylmercure ((CHHg) (Barkay et al. 1992). Les
composés nthylmercure sont plus toxiques et plus mobiles lgseautres formes, et bloque
les sites d'activité enzymatique, interférant ddas synthese protéique et empéct

I'incorporation de la thymine dans I'AC(Misra 1992).

2.2.2.4. Interaction des microorganismes avec le plomb

Les mécanismes de résistance au Pb varient enidondti microorganisme et de
disponibilité du métal dans le sol. La résistangdPall est portée pazntA chezE. coli et calA
chezStaphylococcus aure(di et Silver 199¢. Ce systeme est basé sur une pompe a efflux
dépendantPseudomonas margine réagit quant a lui en produisant un exces d’EFBacillus
megateriunpar accumulation intracellulaire de (Roane 1999).

De nombreux microorgismes sont capables d’immobiliser le Pbll par bipgon sur
leur paroi, notammerBacillus sp., Pseudomonasp., (Fein et al. 1997; Leun et al. 2001) et
guelgues champignons comiAspergillus niger (Dursunet al. 2003).P. aeruginos PU21 est
capable d'adsorber le Pb a raison de 110 mg/g a@dsse vivaie et 70 mg/g de biomas
morte; les cellules vivantes peuvent sécréter de l'aligin ce qui augmente la capacité
biosorption du Pb (Changt al 1997).Inversement des microorganismes peuvent mobiles
Pb par exsudation d’acides organiques, par exeClostridiumpar production d’acide acéue
(Francis et Dodge 1987).es bactéries sulfato-oxydantgeuvent également solliser le Pb
contenu dans la galéne (Rb$ar production d'L,SQ,, mais ce processus serait insuffisant

traiter les sols contaminés en Pb par biolixivia(Gomez et Boseckdr999.
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2.2.3. Utilité des métabolites microbiens en bioremédratio

Comme vu précédemment, la mobilité des métaux gterriaugmentée dans le sol grace a
la production de métabolites microbiens tels que Besurfactants, sidérophores et acides

organiques. Leurs effets sont reportés datesdieau 1.7.

Tableau 1.7: Récapitulatif des métabolites efficaces pour tbitisation des métaux.

0
. : Métabolites /° 2 Conditions de fex
Microorganismes : métaux 'z Références
produits S I'étude
mobilisés
Bacillus subtilis Surfactine 70% Cu, La;sgfngaS()l (Mulligan et al.
(biosurfactant) 22% Zn ) 1999Db)
surfactine
Pyoverdine
Pseudomonas (s?d}/gr%her:lc?rizs) 60% Cd, tg\rg?a?riiﬂéug\?eocl: (Hermanet al.
aeruginosa Rhamnc?li ides 40% Pb, des rhamnolipides 1995)
(biosurfaf;)tant) 40% zn P
Pyoverg!ne Inoculation de la
Pyochéline -
- : bactérie dans un e
Pseudomonas Viscosine i .. (Di Simineet al.
. 60% Zn milieu gélosé
fluorescens (biosurfactant) d 1998)
Gluconate h a\;]ec u-
(acide organique) phosphate de zinc
Inoculation de la
0,
Ralstonia Alcaligine E 84% Cd, bactérie dansun  (Dielset al.
: . 84% Pb, p
metallidurans (siderophore) réacteur avec du 1999)
84% zn sol contaminé
AC'%?(;?”SSUG’ 37% Cr, Inoculation dans (Wasayet al
Aspergillus niger Sidéro qhores 91% Hg, un sol argileux 199y8) '
fongizues 85% Pb contaminé
Acides citrique,
Penicillium oxalique 54% Co, Inoculation dans (Valix et al.
simplicissimum Sidérophores 36% Ni de la latérite 2001)
fongiques

2.2.3.1. Acides organiqgues et inorganiques
Certaines bactéries, comrReaeruginosaP. fluorescengtBacillussp., sont capables de
synthétiser des acides forts tel que I'acide hyghomue (HCN) (Gadd 2000). Ce métabolite
peut étre utilisé pour la solubilisation de métaguexr biolixiviation, par exemple pour la
récupération de I'or ave€hromobacterium violaceufraramarzet al.2004).
Les bactéries et champignons hétérotrophes peumesdi solubiliser le métal par

production d'acides organiques faibles (acides iqual lactique, citrique, gluconique) (Gadd
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2004). Les métaux sont mobilisés par déplacementiaies métalliques de la matrice par des
protons et par la formation de complexes métalBggmubles. Les genres les plus efficaces sont
Aspergilluset Penicillium, qui produisent de I'acide citrique et oxalique d@aet Poole 1999).
L’acide citrique est un des acides organiques péamplus efficaces pour solubiliser Ni et Zn
(Castro et al. 2000; Valix et al. 2001) et I'acide oxalique pour le Pb contenu déms
pyromorphite (Sayeet al. 1999). A. niger et P. simplicissimusont capables de mobiliser 65%
de Cu et de Sn et plus de 95% de Al, Ni, Pb et Zvadir de déchets électroniques, par
production d’acide citrique et oxalique (Braradlal. 2001). Une souche d& fluorescenssolée
a partir d'un sol forestier peut, en présence deage, solubiliser du phosphate de zinc

probablement par production d’acide gluconique{Dnineet al. 1998).

2.2.3.2. Biosurfactants

Les biosurfactants (BlOlogical SURFace ACTive ag&NTsont des molécules
amphiphiles, anioniques, cationiques, amphoteres non ioniques, dont les principaux
producteurs sontBacillus subtilis Bacillus licheniformis Pseudomonas fluorescenst
Pseudomonas aeruginogBanatet al. 2000). Il existe différents groupes de biosurfatstales
plus étudiés étant les glycolipides et les phospiuas.

La structure des biosurfactants inclut une moityglrbphile composée soit d’acides
aminés, de peptides, d’anions, de cations, soipalgsaccharides. La partie hydrophobe est
souvent constituée d'acides gras saturés, insatmuélydroxylés ou composée de peptides
amphiphiles ou hydrophobes (Georgetal. 1992).

A linstar de leurs homologues chimiques, les bitsiiants agissent en réduisant la
tension de surface des molécules, c’est a direirmisant la force agissant sur la surface d’'un
liquide. lls sont caractérisés par leur concerdrathicellaire critique (CMC) qui dépend de la
concentration en surfactants, de leur nature giHluAu dessus de la CMC, des micelles et des
vésicules se forment (Zhang et Miller 1992). Damglupart des cas, les biosurfactants ont une
CMC plus faible que celle des surfactants synthiég et sont par conséquent plus efficaces
(Christofi et Ivshina 2002; Coopet al. 1981). Etant de plus biodégradables et non togique
cela leur confére un avantage sur l'utilisatiorsddactants synthétiques (Banat 1995).

Les biosurfactants jouent un réle essentiel pourslavie des microorganismes
producteurs en facilitant le transport des nutrithegt/ou les interactions entre hote (cellules
animales, microbiennes ou végétales) et microosgaes (Banat 1995; Sung-Chyr 1996). Les
biosurfactants peuvent par exemple modifier lepétés de surface des cellules bactériennes,

ce qui peut améliorer la colonisation racinairer(Blasset al. 1988).
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La surfactine produite piBacillus subtilis(figure 1.8) possede des propriétés de sur
exceptionnelles et compte parmi les biosurfactéedsplus efficaces avec les rhamnolipi
produits parP. aeruginosa(Desai et Banat 1997; Mullig et al. 1999b. La sécrétion de
rhamnolipides s’observe en phase stationnaire aessamce sous deux forn: mono-
rhamnolipides ou dihamnolipides figure 1.9) (Patel et Desai 199.7Ces composés possedent
en outre des propriétés antibiotiques, ce qui leamfére un avantage compétitif pour
colonisation du sol par rapport aux microorganismdgéenes(Christofi et Ivshina 200..

l-Asp — D-Leu — L-leu— 0 ?HE
/ HO(CH)y- CH

- | !
L "uial CH, CH,

|
Dley — Llew — L-Glu— C =0

Figure 1.8: Structure de la surfactine produite B. subtilis(Desai € Banat 1997).
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Figure 1.9: Structure de rhamnolipides produits |P. aeruginos (Soberén-Chaveet
al. 2005).

Selon Miller (1995) I'ajout de biosurfactants augmente la déson des métaux du sol
selon deux voies(1) la complexation de la forme métallique libre,qui diminue l'activité d«
la phase soluble du métal et favorise la désorpsielon le principe de Le Chate’, (2)
I'accumulation des biosurfactants a l'intece solide/solution, ce qui engendre un contactt
entre le biosurfactant et le métal et permet sailmation par formation de micelle Les
biosurfactants tels que la surfactine et les rhdipides peuvent mobiliser le Cu de la fract
organique du sol (Mulligaret al. 1999a). Les rhamnolipides d& aeruginos complexent

préférentiellementd Cd, le Pb et le Zn plutét que le Ca ou le (Hermanet al. 1995).

" Etablie en 1884, la loi de Le Chatelier prévoit gsiel'on modifie le conditions imposées a un systéme
équilibre stable, ce dernier évolue dans le senteqd a le ramener dans son état ini
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2.2.3.3. Sidérophores

Le fer, deuxieme métal le plus abondant sur temat étre oxydé en Felll et étre chélaté
sous forme de complexes insolubles (hydroxydesfers) ; il est seulement présent sous forme
libre & 10" M dans le sol, alors que les bactéries requiéaenminimum 16 M pour leur
croissance (Gram 1996). Les microorganismes doiaérs employer des moyens efficaces
pour récupérer le Fe dans I'environnement, tellgsisidérophores.

Les sidérophores sont des composés de faible pmtculaire (<1500 Da), produits par
les microorganismes, plantes et animaux, qui ilganent dans la séquestration et le transport
de fer ferrique. Il existe différents types de sidores bactériens ou fongiques dont les plus
courants sont les hydroxamates et les phénol-aalitels (Baakzeet al. 2004; Barton et
Hemming 1993). L'acide citriqgue peut également jdeadle de sidérophore, sa production par
Bradyrhizobium japonicura été montrée en conditions de stress ferriquerjGat et al. 1990).

Les sidérophores complexent le Felll avant d'@&oemnus comme ferri-sidérophores par
des récepteurs spécifiqudgyre 1.10) (Guerinot 1994). Une fois dans la cellule le Felt
réduit en Fell, ce qui le libére du sidérophorerdequel le Fell a une moindre affinité. Le Fell
présent dans la cellule se lie a une protéine Fkirréprime la synthése de sidérophores
(O'Sullivan et O’'Gara 1992). Pour maintenir I'honsémsie microbienne, le systéeme de
production des sidérophores doit étre fortementlééde facon a éviter la perte d'énergie et
I'accumulation de Fell qui peut étre toxique pardoiction de radicaux OHvia la réaction de
Fenton (Braun et Killmann 1999).

Les sidérophores peuvent former des complexes d\aidres métaux mais qui sont
moins stables que le complexe siderophore-Fellt tbbrronstante d’affinité est en général de
10*°(Neilands 1995).

La production et l'activité des sidérophores dalvironnement est régulée par
différents facteurs édaphiques et biotiques : teceatration et la spéciation du fer, la naturaet |
concentration en sources de C et N, le taux deppladss, le pH, le taux d’aération, la présence
d’éléments traces (Mn, Mo, Zn) et la températurS(Divan et O’Gara 1992), mais également
par la composition du sol, notamment la teneur @nposeés argileux (Neubauet al. 2000).
Malgré la présence de Felll dans les sols, destg@srsignificatives de sidérophores libres

(quelques pumol/L dans la solution de sol) sontahgges (Bossieet al. 1988).

" Réaction de Fenton :,B, + F&" —-OH* + F€" +OH
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Figure 1.10: Modele de prélévement du Felll par les sidérophalePseudomonas
fluorescentsSid B: génes de biosynthése des sidéroph@abs,U: genes de prélevement du

complexe férri-sidérophor&id R: gene de régulation (O'Sullivan et O'Gara 1992).

Les conditions de croissance et la composition dieunde culture sont des facteurs
importants pour maximiser la production de sidéovph. Les microorganismes ont besoin
d’apports d’acides aminés et de substrats carbala@s le milieu pour synthétiser les
sidérophores et les récepteurs correspondantsbeéssins en N d@. fluorescensaugmentent
lors de carences en Fe, ce qui peut étre une comiség] des besoins en nutriments pour la
synthese de sidérophores (Perssbial. 1990). Les sidérophores sont également sensibbes a
variations de pH: un pH trop faible augmente largité de fer dissous et donc diminue la
production de sidérophores tandis qu'un pH tropépeut conduire a une rupture des catéchols
(Budzikiewicz 1993)

Production de sidérophores par le®seudomonas fluorescents

LesPseudomonaBuorescents (PF) sont degproteobactéries connues pour leur capacité
a coloniser de nombreuses niches écologiques. inpleaité et la diversité de leur systeme de

prélevement du fer refletent cette adaptabilité.magorité des PF produisent des sidérophores

-34 -



Partie | : Etude bibliographique
appelés pyoverdines (Pvd) et pyochélines (Pch) smrt dérivées de l'acide salicylique
(Budzikiewicz 1997). La production de Pch et Pvdj ghélatent le fer et d’autres métaux,
contribue a la suppression des phytopathogénespffet un avantage compétitif aux
microorganismes producteurs vis a vis du préleverd@&tements traces essentiels (Bloemberg
et Lugtenberg 2001).

Les PF peuvent produire d'autres sidérophores tdétes par la méthode universelle de
Schwyn et Neilands (1987) : la pseudomonine, lacyridine-2,6-dithiocarboxyliquela
quinolobactine, la corrugatine et la nocardaminar€lis et Matthijs 2002).

La production de pyoverdines et de pyochélines péet augmentée en fonction de la
source de carbone utilisée, notamment le glucessjdcinate de sodium, le mannitol, le fructose
et 'acide glutamique, et en fonction du ratio GAbd-Allah 1998; Diaz de Villegast al.2002;
Duffy et Defago 1999; Sharma et Johri 2003a). Evamehe, le glycérol et le sucrose ne
semblent pas avoir d’effet sur leur production (@&t Defago 1999).

La production de pyoverdine peut étre inhibée e métaux tels que le Cull (0,5 mM)
et le Crlll (0,5 mM) ainsi que par Hgll (0,02 mMpuyr la production de pyoverdine et de
pyochéline (Hasseet al. 1998; Sharma et Johri 2003a). A I'inverse, la paithn de pyochéline
et de pyoverdine peut étre stimulée par Znll (OM)nCdll (0,5 mM) et Coll (0,1 mM) (Daet
al. 1999; Duffy et Defago 1999; Hofet al. 1993).

Plusieurs explications ont été envisagées (vaheler et al.2000) :

» Le métal peut étre directement impliqué dans l& vt# synthese ou de régulation de la
synthése des sidérophores ;

« D’autres métaux que le Felll, tels que ceux citdcé@demment, peuvent complexer les
sidérophores libres réduisant ainsi leur concepotratlans le milieu et stimulant ainsi leur
production ;

* L’induction de genes codant pour la production idérephores peut étre combinée aux

genes de résistance aux meétaux, limitant ainsittedcité.

Pyoverdine
La pyoverdine (Pvd) est une molécule complexe (1B@) composée d’'un dérivé di-

hydroxyquinoline formant le chromophore fluorescetfine chaine peptidique composée de 6 a
12 acides aminés selon la souche, et d'une chaiéeale, comprenant en général un acide
dicarboxylique (Meyer 2000). Les groupes hydroxasgtarticipent a la fixation du Felll avec
le groupe catécholate du chromophore, formant umptexe octahédrique, avec une
stoechiométrie de 1:1 et une constante d’associdéohd*>M™ & pH 7,0 (Albrecht-Garet al.

1994). La fluorescence des Pvd est « quenchéesmnt@t par coordination avec le Felll, ce
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dernier inhibant la production de sidérophoresidegM (Abdallah 1991; Diaz de Villegasal.
2002).

Chez lePseudomonaBiuorescents, la synthése des Pvd et de leurptedns est regulée
négativement par le répresseur Fur, qui lié au, Feehtréle la transcription d'un facteur sigma
extracytoplasmique, PvdS, ce dernier activant fFegpion des genes de synthese de la
pyoverdine (Viscat al.2002). CertaineP. putidaou P. fluorescen®nt la capacité d'utiliser un
large spectre d'hétérologues de Pvd, alors ques IBud ne peuvent étre utilisées par des
Pseudomonasompétitrices (Cornelis et Matthijs 2002). Mewggral (1999) ont montré que les
récepteurs pour la Pvd @R aeruginosgouvaient également reconnaitre deux autres PWI de
fluorescensPL7 et PL8.P. aeruginosaest également capable d'utiliser des sidérophores
hétérologues tels que I'entérobactin& .dtoli, la ferroxiamine B et le citrate par le biais de
récepteurs membranaires inductibles (Cornelis dthifg 2002; Poole et McKay 2003). Pour
les espéces de. aeruginosairois types de Pvd peuvent étre distingués, chagconnu par un

récepteur spécifiqudigure 1.11) (Poole et McKay 2003).

o H Pyoverdine

» o Groupell
Pyoverdine Groupe | HH , , \|N o
W\ “JL[ ”)\{'
HH
[u] o H \-{ﬁﬂ
H:“>/\oj HDf 1] N\T/ﬁ
i HO S Mz # - NH
! P
_/HN 'YU HO' HHR
Pyoverdine Groupe Il

Figure 1.11: Différents types de pyoverdines produites Paraeruginosa(Poole et
McKay 2003).
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Globalement la régulation de la production desrepléores chez leBseudomonasgst
complexe et ne dépend pas seulement de I'étatrdiafes la cellule. Il existe des interactions
entre les différents facteurs tels que le quorunsisg, le stress de survie, la régulation de la
production d'autres métabolites secondaires, ctalde de croissance (Hofeal. 1994; Stintzi
et al. 1998; Whiteleyet al. 1999).

Pyochéline
La pyochéline (Pch) est un sidérophore peu solddes l'eau, de faible poids

moléculaire (325 Da) (Coxet al. 1981) figure 1.12. La Pch se lie au Felll avec une
stcechiométrie de 2 molécules pour un atome de Beuat faible constante d’affinité avec ce
dernier dans le méthanol de Z2M* (Coxet al. 1981).

La différence de structure entre pyochéline et pydwe suggére qu'un de ces
sidérophores est impliqué dans le transport deuréta transition et I'autre dans le transport du
Fe. Les Pvd sont en effet connues pour se lieerfeeht aux cations trivalents (dont Felll) et
peuvent former un complexe octaédrique avec CBllidgzikiewiczet al.2002). La Pch peut étre
un bon chélateur d’ions divalents du fait de shléaconstante de stabilité avec le Felll, et est en
effet connue pour former des complexes avec CotlyMZnll, (Cuppelset al. 1987; Viscaet
al. 1992), le Znll et le Coll stimulant la productide Pch (Ho6fteet al. 1993). L'ajout de Coll et
MoVI complexés a la pyochéline stimulent plus forémt la croissance des bactéries par rapport
a leur ajout sous forme de complexe avec la Pvsioos forme libre, ce qui laisse supposer que

la Pch peut jouer un réle dans leur acquisitiors¢get al. 1992).

OH
/ H3C
| \ COH
™ =N, /" j//
- N,

Pyochéline

Figure 1.12: Structure de la pyochéline produite parPsgudomonaéPoole et McKay
2003).

" Voir glossaire

-37-



Partie | : Etude bibliographique
2.2.4. Techniques associées a la bioremédiation

2.2.4.1. Bioaugmentation

Le procédé de bioaugmentation requiert a la fois aldtiver en masse les
microorganismes sélectionnés, une formulation &ffc basée sur le contréle micro-
environnemental pour minimiser le temps de latestamaximiser les avantages compétitifs des
microorganismes introduits et enfin, un systemadid&ibution adapté au traitement envisage.
Les microorganismes sélectionnés doivent étre wstels » pour résister aux conditions
environnementales parfois défavorables a leur swevid leur activité. Les parametres limitants
incluent le pH, la proximité et la disponibilité slenutriments, la compétition avec les
microorganismes autochtones et la microfaune nigpéeature, 'lhumidité, les flux de gaz.

Pour faciliter la survie et la colonisation des marganismes inoculés, différentes
techniques de bioaugmentation ont été proposéegr(Ge al.2004) :

* Bioaugmentation avec des cellules encapsuléesuwtensatrice ;

* Bioaugmentation avec des genes de remédiation ¢lenfa les transférer aux
microorganismes indigénes ;

* Bioaugmentation de la rhizosphere qui sert de nickeologique aux
microorganismes inoculés.

La bioaugmentation des sols s’applique a la natritles plantes, pour augmenter leur
croissance, au controle des phytopathogenes @udtegique), a I'amélioration de la structure
du sol, a la minéralisation des polluants orgarsgaéela bioaccumulation ou a la biolixiviation
des polluants inorganiques (van Vestral. 1997). La bioaugmentation d’espéces microbiennes a
été largement utilisée pour la fixation d’azote@Rbizobiumou Frankia (van Veeret al. 1997).

D’autres microorganismes non symbiotigues ont dégaie fait I'objet
d’expérimentations et d’applications pour amélideecroissance des plantes, parmi les genres
suivants : Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Gluconatmcter, Herbaspirillum,
Klebsiella(Kennedyet al.2004)Bacillus, Pseudomonas, Aspergillus, Penicilli(fhan et Khan
2002).

Suivi des cellules inoculées

Afin de suivre le devenir des cellules inoculéesutten les distinguant des
microorganismes indigenes, linsertion de génes flderescence et des techniques de
« monitoring »in situ ont été développéesableau 1.8). Le géne codant pour la GFP (Green
Fluorescent Protein) est I'un de ceux les plussétl avec le gerlax, en tant que marqueurs non
invasifs des cellules et peut également étre @titisur la détection d’'une activité spécifique.

L’'un des principaux avantages de la GFP est quiElenet d’'identifier I'organisme inoculé
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situ, indépendamment de son état physiologique et oessie pas d’ajout de substrats exogenes

pour sa réveélation (Bloembegg al. 1997).

Tableau 1.8: Méthodes pour le suivi de la survie et de |\&tdi microbienne (Gentrgt
al. 2004).

Méthode Paramet,re Avantages Références
mesuré
PCR ADNr ] Simple, faible gout. Non quantltatlf. Les pro,du'tg(Lendvayet
16S Présence PCR peuvent étre analysés par d autres,me_:thq €9 2003)
(RFLP, TTGE, etc.) pour augmenter la spécificité. ~
Détermine I'expression des genes. Peut ét{ga leret al
RT-PCR Activité  combiné a la PCR en temps réel pour étre %/001) '

guantitatif.

Rapide, quantitative. Tres sensible, permet de
PCR en Présence / détecter moins de f@ellules/g de sol. Peut étrgRodrigueset

temps réel activitt.  combinée a la RT-PCR pour mesurer I'expressioral. 2002)
des génes
Hvbridation Permet de visualiser, énumérer et identifier le akermans
y ar Présence / microorganismesn situ sans culture. Quantitatif. ot Madsen
quorFe)scence activité  Permet d’analyser des communautés complexes en2002)
utilisant des sondes multiples.
Analyse simultanée de centaines de genes.
. . Sensibilité plus basse que les autres méthodes. Pl
Micropuces Présence / ; : : . N uetal.
... de 5% d'une population microbienne peut étre
ADN activité . . . . : 2001)
nécessaire pour détecter un microorganisme dans
la communauté analysée. Peut étre quantitatif
Possibilité de visualiser les microorganisnias
. . situ.  Quantitatif. Les génes Iluminescents(Leveau et
Genes Présence /

permettent aussi de mesurer I'expression de geneg&indow
divers in situ. Etude de multiples organismes. 2002)
Nécessite une modification génétique de I'hote.

indicateurs activité

2.2.4.2. Survie microbienne

Une des préoccupations majeures de la bioaugmamtddi sol par des microorganismes
est leur survie, qui est influencée par plusieaddur : (1) la présence de certains composeés
pouvant inhiber la croissance ou l'activité des roocganismes cibles, (2) la présence de
prédateurs tels que les protozoaires ou les bapté&ges, (3) I'incapacité a migrer dans le sol et
par conséquent a étre en contact avec des nutem@ht la faible disponibilité de certains
nutriments (van Veeat al. 1997).

Les microorganismes inoculés sont avantagés il snpliqués dans un processus
spécifiqgue qui leur donne un avantage sélectif dansol. En revanche, en l'absence de
processus spécifique, seul un inoculum importanit @@porter un avantage compétitif au

microorganisme inoculé afin d’obtenir fine une population suffisante (Duquensteal. 1999).
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En général, la population bactérienne introduiteraié plus ou moins rapidement apres
inoculation dans le sol. Le déclin s’explique lagpbouvent par la pauvreté en nutriments dans le
sol et a «I'hostilité » du milieu pour des micrganismes précultivés en laboratoire dans des
conditions optimales. Par exemple, le déclinRrdegudomonas fluorescerst de 0,3 a 1,3 log
tous les 10 jours selon le type de sol, le typesdache, son potentiel génétique et ses
caractéristiques physiologiques (van Elgasal. 1992). L'inoculation d'un sol aveBacillus
subtilis a montré que la population diminuait jusqu’a attee le nombre de spores présentes
initialement dans I'inoculum et restait constanteseus forme sporulée durant 120 jours (van
Elsas et al. 1986). Les déterminants de [l'efficacité de la bgmentation sont de nature
abiotique (texture, pH, température, humidité, dispilité des substrats) et biotiques
(compétition, prédation, antagonismighleau 1.9).

Tableau 1.9: Facteurs influencant la survie des microorgaesnmoculés dans un sol
(van Veeret al.1997).

Origine Facteur Effet
Prédation * Réduit la taille de la population
v * Réduit la taille de la population
g Compétition  Effet antagoniste avec les microorganismes indigéepar
.DC_DJ compétition pour Fe
Croissance » Augmentation de la survie microbienne grace augalze de
racinaire composes organiques (rhizodépots)
Minéraux . g
argileux * Protection contre la prédation
* Forte tension : eau non disponible, forte osmdaarit
Tension de l'eau -Falblg 'ten5|on: anaeroblqse par effet d.en'gprgdam la
porosité du sol, augmentation de la disponibilgé dutriments
par diffusion
c » Carence en C organique se traduit par une diminu® la
arbone . e e .
o ) croissance et de [lactivité d'ou sélection des espe
S organique .
T oligotrophes
g Nutriments * Diminution de la colonisation du sol si carence
< inorganiques

» Sélection des espéeces, modification de la displgibde

H . p .
P nutriments (P) et/ou de composés toxiques (ex") Al
Température -Aﬁgcte lactivité métabolique et la pression bipte
(prédateurs)
Substances * Inhibition des organismes les plus sensibles, séfeades
chimiques « biodégradeurs » et/ou des microorganismes ratsstau
toxiques tolérants
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Facteurs abiotigues

Les facteurs abiotiques peuvent agir directemenindirectement (en influant sur la
microflore indigene) sur les microorganismes inésujjui, en général, colonisent les zones qui
leur sont chimiqguement favorables (van Vetal. 1997).

La survie des microorganismes inoculés peut éttenmment affectée par la texture et la
structure du so{Rutherford et Juma 1992). En effet, lRseudomonafluorescents survivent
mieux dans un sol argileux que dans un sol sall&teujo et al. 1994; van Elsast al. 1986).

Les relations de prédation nématodes-protozoamehes sont de fait influencées par la taille
des pores du sol, qui peuvent constituer une lvarpéysique a la prédation (Heijnen et van
Veen 1991).

La disponibilité des nutriments dans le sol noreabphérique est souvent faible et
conduit a considérer ce sol comme globalement twbgbe pour la microflore présente
(Pointdexter 1981). La stérilisation du sol paromy gamma augmente la disponibilité des
nutriments (C, N, P) issus de la biomasse mortgucese traduit par un comportement différent
des microorganismes inoculés dans un sol sténlisénon (Postmat al. 1990). Selon ces
auteurs, la population finale obtenue dans lesstéldisés représente par conséquent « I'espace
écologique » potentiel, en termes de nutrimentbesipace disponibles.

La sorption des microorganismes a la surface dagpias de sol, notamment grace a la
production d’exopolysaccharides, et leur confinentams les micropores empéchent souvent la
dispersion de ces derniers et réduit leur actiwée les substrats sont alors moins disponibles
(van Veenet al. 1997). Pour remédier a cela, les techniques vasanigmenter la dispersion des
microorganismes inoculés dans le sol utilisent lweestéries ayant perdu leur faculté d’adhérer
aux surfaces, des ultra-microbactéries ou desdarfss. Dans les deux premiers cas, l'activité
métabolique des microorganismes peut étre affecigant aux surfactants ajoutés, certains
d’entre eux peuvent étre toxiques pour les micraoigimes. Une autre approche consiste a
ajouter a I'inoculum microbien des biosurfactants grocurent a la fois un effet protecteur
contre la toxicité des métaux et augmentent la tifgathe substrats organiques a disposition des

microorganismes (Maieat al.2001).

Facteurs biotiques

L’état physiologique des cellules joue un réle tmégportant pour leur survie et leur
capacité a coloniser le sol. Ceci est d’autant pksentiel que la densité de colonisation de la
rhizosphere est liée a la capacité de migratiomigeoorganismes et a l'utilisation des substrats.
L’état physiologique des cellules n’est pas uniferet dépend du micro-habitat dans lequel elles

se trouvent (van Overbeek al. 1995).
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Une des causes majeures d’échec suite a la bioauigtoa du sol est la prédation par les

protozoaires (Habte et Alexander 1975). Ces deyrsent impliqués dans la régulation des
populations bactériennes mais on dispose de peord@issances sur une éventuelle spécificité
des prédateurs vis a vis de celles-ci. Les bastéiiecroissance lente (stratégies K) sont
désavantagées et subissent une pression biotiguee ipiportante que les especes a forte
croissance (stratégie r) (van Veenal. 1997). Le second facteur biotique qui peut affelds
microorganismes inoculés, concerne la compétitid#é microorganismes pour les nutriments

du sol.

Facteurs d’'inoculation

Deux aspects doivent étre envisagés pour garamie wmeilleure survie des
microorganismes inoculés : une sélectivité écolagigt/ou une protection a I'aide de matrices.
La sélectivité écologique peut étre obtenue ersatit des antibiotiques sélectifs auxquels résiste
naturellement le microorganisme d’intérét ou emiadifiant génétiquement ou par utilisation
d'un substrat spécifique non disponible pour lesratgrganismes indigenes (biostimulation
sélective couplée a la bioaugmentation). Cetteiéleroption a été utilisée par Devliegletral.
(1995), en utilisant une souche Eseudomonaadaptée a la dégradation de détergents en tant
que source de carbone. L'application de ces détesgepermis d’augmenter la population des
Pseudomonamoculées de 100 a 1000 fois et par conséquertltmisation racinaire du mais.
Cependant dans la plupart des cas, les microorgasisnoculés ne présentent pas d’avantage
ecologique spécifique. La biostimulation aspéciigles microorganismes inoculés avec I'ajout
de substrats carbonés tels que le glucose ou laméd1% améliore néanmoins la survie des
bactéries apres 55 jours d’incubation et augmeatdilité phosphatase (Kinet al. 1998).
L’'apport de glucose en faible quantité (1 g/kg dé& sec) réduit le temps de latence de la
dégradation du carbofuran lorsque le sol est bivaungé avec un fort inoculum de bactéries
Gram (1.10 UFC/g de sol) (Duquennet al. 1996). En revanche, une forte concentration en
glucose (10 g/kg de sol sec) diminue le taux deratigion quelle que soit la taille de
'inoculum, ce qui peut s’expliquer par une modiion de la compétition entre
microorganismes au profit des microorganismes gkg.

Plusieurs criteres inhérents a la méthode d’intttdo et de pré-culture de lI'inoculum
influent sur le succés de la bioaugmentation. Diérdnces dans la dynamique de colonisation
ont été démontrées entre des bactéries d’'une ménches obtenues en condition de laboratoire
ou, isolées a partir du sol a inoculer (Seebal. 1992). La préincubation de lI'inoculum dans un
sol stérile avant inoculation dans un sol non Igtéoeut contribuer a augmenter la survie

microbienne.
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Tel est le cas avee. fluorescenslont la survie a augmenté de 2 Log apres 1 mass al
gue I'ajout de bactéries directement dans le séfait’ plus détectable a la méme période (van
Dyke et Prosser 2000 et effet peut s’expliquer par une adaptation jiglal de la bactérie aux
conditions du sol avant d’étre confrontée aux pieuts.

Une autre approche de la bioaugmentation du soll'asisation d'un sol active
directement, c’est a dire un sol préalablement s&mux contaminants et qui contient une ou
des population(s) de microorganismes capablesnuigdir le polluant. Les avantages reconnus
sont (1) lI'inoculation de consortia plus efficacgse des cultures pures, (2) I'absence de cultures
ex situde facon a ne pas perdre leur capacité a étre étdifyp (3) la possibilité d’utiliser des
microorganismes non cultivables (Gengtyal.2004).

La taille de l'inoculum influence la survie et lfefacité de la bioremédiation. Ramadan
et al. (1990) ont observé que l'augmentation de la taikel'thoculum réduisait la phase de
latence pour la croissance et la dégradation deatime. Des inoculations successives peuvent
aussi favoriser la colonisation du sol. L’étude gepar Newcombe et Crowley (1999) a montré
gu’une inoculation tous les 3 jours avi@seudomonasp. multipliait par 28 l'efficacité de la

dégradation de l'atrazine apres 12 semaines d’etoni par rapport a une inoculation unique.

2.2.4.3. Immobilisation

Dans les environnements naturels, les microorgassse regroupent souvent pour
former un micro-environnement qui leur permet de@éeger. De ce fait, une grande partie de
la population est immobilisée ou fixée dans uneric&polymeére, dans un espace défini, par la
formation de biofilm ou de flocs. La production pelymeéres par ces microorganismes permet
d’assurer leur cohésion, la protection contre leldateurs et la dessiccation, une stabilité
enzymatique et une plus grande facilité d’utilisatdes nutriments.

Afin de contrller les parametres liés a la bioaugiaiéon des microorganismes, des
techniques d'immobilisation artificielles de micrganismes ont été développées.

Le but de ces techniques d’'immobilisation est datéir les variations des conditions
physico-chimiques et biologiques dans I'environnetmemeédiat des microorganismes, afin de
favoriser I'adaptation de ces derniers a leur nbevwironnement, en réduisant le temps de
latence, et ainsi d’optimiser la bioaugmentatioan(&lsas et Heijnen 1990).

La bioaugmentation de sols avec des microorganisme®bilisés créé des « hot spots »
ou lactivité des cellules inoculées est importasieles conditions de développement sont

favorables (van Veeat al.1997).
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Difféerents supports et différentes techniques peuétre employés pour la production

d’inocula immobiliséstébleau 1.10). Il s'agit :

» De l'adsorption microbienne sur de la tourbe, de la vermiculites gbarticules

minérales (argile, zéolites) ou encore de boues ;

» Du piégeageou encapsulation dans des matrices polysacchaesliqu des capsules.

Selon (van Veeret al. 1997), un support idéal doit fournir un environmenadéquat
pour la survie cellulaire et la croissance se fisahi globalement par une activité microbienne
accrue ; étre non toxique pour I'inoculum et 'evinement, et servir de moyen de contréle des
microorganismes inoculés. La matrice ne doit pagéi la circulation des gaz et liquides tout en
« tamponnant » les variations brusques des conditenvironnementales (température, pH,

teneurs en polluants, etc.)

Ces supports peuvent étre utilisés soit directerpeunt inoculer le sol, soit en enrobage
de graines pour inoculer le rhizoplan et/ou la obphére. Les matrices toxiques pour
I'environnement ont été écartées dans cette étadéecsupport d'immobilisation ne peut étre
récupéré aprés ajout dans le sol.

Immobilisation avec des matrices organigues

L’'immobilisation microbienne dans de l'alginate ales carraghénanes sont des
techniques « douces » qui permettent de préseeveriadbilité des cellules par adaptation

progressive aux conditions du milieu.

> Alginate : l'acide alginique est un polysaccharide composacide D-
mannuronique et d'acide L-glucuronique, obtenu atirpale différents types d'algues
Macrocrystis, Fucus Laminarja mais lalginate est également produit par cer&ine
Pseudomonators de la formation de biofilms, ce qui en fait support tout a fait adapté pour
ces bactéries (Cancethal.2003).

Plusieurs auteurs estiment que I'encapsulation edelles deP. fluorescensdans des
billes d’'alginate augmente leur survie dans lepsolrapport a I'inoculation de cellules libres, et
augmente l'efficacité de la colonisation racingifeevorset al. 1993; van Elsagt al. 1992).
Une autre étude montre également que I'encapsnlded. aeruginosdJG2Lr dans des billes
d’alginate de calcium a 2% augmente la survie édlsles dans des microcosmes de sol ainsi

gue la colonisation du sol apres 9 semaines paorapux cellules libres (Hadt al. 1998).
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Tableau 1.10: Propriétés des différents matériaux utilisés rplimmobilisation des

inocula (Gentryet al.2004; Willaert et Baron 1996).
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La formation des billes de gel se fait par contlictct entre I'alginate de sodium et le
plus souvent du CaglLes cations Cale logent dans des cavités électronégatives intuise
conformation tridimensionnelle en « boite & oewf¢Grantet al. 1973).

Le contre-ion Call diffuse ensuite vers le centeela bille, ce qui fait que la bille ne
posseéde pas forcément une structure homogene terlax de la bille est plus rigide que
I'intérieur. De faibles concentrations en contreso (0,05 a 0,1M) et des temps de
polymérisation plus longs sont préférables pouirades gels plus homogenes et plus résistants
(Trevorset al.1992).

La stabilité des billes d’alginate de calcium déapéortement des conditions du milieu
dans lequel elles sont inoculées. En présence die Ball, Mgll, Mnll et Znll, le Call de
l'alginate est relargué par échange d’'ions et |kssbsont fragilisées (Czaczyt al. 1997). De
méme, d'autres substances telles que 'EDTA, liates ou les phosphates peuvent dissoudre
I'alginate ou diminuer sa stabilité en complexastibns Call.

Les dérivés carboxyliques des polysaccharides algihate sont chargés négativement
dans un milieu neutre ou alcalin et ont donc urade affinité pour les cations qui peuvent étre
fixés par échange d'ions avec les protons des groepts carboxyliques. Les billes seules
peuvent en effet fixer jusqu’a 20 mg Hgll/g de éi(lArica et al. 2004) et jusqu’a 75 mg de
Crlll/g de bille (Ibanez et Umetsu 2004). L'algiaaile sodium peut également fixer un grand
nombre de molécules de Felll et former ainsi un meme stable dont la constante de fixation
est de 1.10M™ (Sreeranet al.2004).

Les composés neutres de faible poids moléculaifeseént facilement a travers l'alginate
de calcium (Kierstan et Bucke 1977), suggérantlgsieanétabolites secondaires produits par les
microorganismes immobilisés ressortent des billas giffusion (Zezzaet al. 1993). Par
exempleP. fluorescengiégé dans des billes d’alginate de Ca a 3% neéadans le milieu des
substances antibiotiques tels que des phloroglisc{Russcet al. 1996).

L'utilisation de macro-billes (de 1 a 3 mm de diamg présente cependant un
inconvénient majeur : la faible diffusion de $Gavec 80% du volume de la bille non adapté aux
bactéries aérobies (Bashanhal.2002). Les microorganismes aérobies ne peuveitrenmu’'a
moins de 300 um de la surface de la bille (CherHemphrey 1988; Omar 1993), la
concentration cellulaire maximale étant observéel0® pm de la surface de la bille
(Monbouquette et Ollis 1988). L'utilisation de nobilles (100 a 200 pum), réalisées grace a un

champ électrostatique pulsé a haute tension puisesé et appliquées sous forme de poudre,

" Ce modeéle décrit 'emboitement des ions Call diess cavités situées entres deux chaines
polysaccharidiques.
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pourrait faciliter la bioaugmentation et améliol@isurvie car 'oxygene n’est plus limitant dans
ce cas. Cette technique augmente néanmoins le daumortalité cellulaire au cours de la
fabrication des billes (Basha al.2002).

Afin de contréler la vitesse et le taux de relamagllulaire hors des billes, on peut
moduler la résistance mecanique des billes d’algin@elle-ci peut étre augmentée en ajoutant
une enveloppe de chitosan, le procédé étant tasitefssez codteux (Semt al. 2000). Par
ailleurs, I'incorporation de tourbe ou de bentortms les billes d’alginate permet de contrbler
la teneur en eau des billes et donc d’augmentsuaride microbienne (van Els&s al. 1992). I
semblerait cependant que I'immobilisation dseudomonadans les billes alginate formulées
avec de l'argile entraine la mortalité d'un poutege non négligeable de bactéries durant le
processus d’'immobilisation (Fraved al. 1985).

> Carraghénane: parmi les différentes formes de carraghénanedesées formes

K et1 conviennent pour I'immobilisation cellulaire, ke-carraghénane formant des gels thermo-
réversibles avec les ions potassium (Chiledital. 1987). L'utilisation de carraghénanes au lieu
d’alginate peut étre préférable du fait de sa fpdute résistance et de son faible colt bien que
leurs propriétés soient proches en terme de sumiigrobienne (Cassidyet al. 1996).
L’inconvénient majeur de ce composeé est la tempegratie formation des billes qui peut

provoquer une mortalité cellulaire importante.

> Déchets de betterave les déchets de betterave sont un résidu ligndosltjue

produit durant le processus d’extraction du su€@®st un matériau économique utilisé en
alimentation animale. Son utilisation a été tesg@dormulation aved. niger, qui produit de
I'acide citrique et transforme les résidus de latte en sucres plus simples du fait de 'action
d’enzymes hydrolytiques (Rodriguet al. 1999). Ces sucres simples peuvent ensuite étre
utilisés par des organismes hétérotrophes. Danas;de support d'immobilisation sert aussi de
source de substrats et peut étre employé pour-laocolation de bactéries et de champignons.
Cependant, I'ajout de matiere organique au sol pentluire a I'immobilisation des métaux par
adsorption ou complexation (Bolan et Duraisamy 2008l est le cas de la pulpe de betterave en
solution aqueuse, qui peut fixer Cdll, Cull, NilRbll, Znll, du fait de la présence de
groupements carboxyliques (Dronm¢tal. 1997).

> Tourbe : c’est un matériau naturel mais qui, de par sotérb§énéité et la
variabilité de sa composition, n'est pas toujoudaée (Trevorset al. 1992). Mélangée a
I'inoculum bactérien, la réhydratation de la tougsevoque une succion de I'eau qui soumet les

bactéries a une dessiccation rapide et diminueneonbre (Bashan 1998; Fouilleex al. 1994).
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La tourbe doit étre stérilisée sous peine de pdedrenicroorganismes immobilisés qui entrent
en compétition avec les microorganismes autochtonetes prédateurs tels que les protozoaires.
La stérilité peut étre obtenue par radiation gangoiaentraine parfois la libération de composés
phytotoxiques (Yardiret al.2000)..

2.2.4.4. Couplage Immobilisation/biostimulation

L’'ajout d’'amendements dans les supports d'immadddilisy permet, dans la plupart des
cas, d’'améliorer la survie des microorganismesutésc Mais I'accessibilité de ces substrats aux
microorganismes indigenes peut diminuer leur efteditif sur la bioaugmentation (Duqueneie
al. 1999).

Malgré la non-spécificité de la plupart des sourcabonées, leur proximité avec les
microorganismes au sein des matrices d'immobibsativantage compétitivement ces derniers
par rapport aux microorganismes indigenes jusgégratiation du support. Néanmoins, I'apport
d’amendements peut se traduire par la diminutiofadeille des pores et de I'espace libre pour
les microorganismes (van Veehal.1997).

Tous les substrats ne peuvent étre incorporeés léansupports en raison du risque de
diffusion. Tel est le cas des sucres simples dassbdles d’alginate. Le glucose contenu dans
des billes a 2% d’alginate diffuse en une trentaleeminutes apres que les billes aient été
ajoutées dans un milieu aqueux et ce, quelle gitéasooncentration en glucose (5 a 300 g/L)
(Tanakaet al. 1984).

Dans le cas des molécules de petite taille nongéleat la concentration en alginate des
billes et/ou celle du Cagln'ont pas d'effet sur la diffusion. En revanchangdle cas de
molécules de poids moléculaire élevé (> 2D la diffusion est réduite (Tanalat al. 1984).
L’amidon peut étre utilisé par conséquent, commeac®de carbone et en tant que renforcateur
des billes. Incorporé dans des billes d’alginatec®seudomonasp., il permet d’améliorer la
survie microbienne et I'activité dénitrifiante (Tetl al. 1999). De méme, la co-immobilisation de
Pseudomonas fluorescerdans des microgranules de silice avec du glycéaabrise sa
croissance et sa survie dans le sol et lui donnavantage compétitif, ce malgré la diffusion
relativement rapide du glycérol a travers les pdessmicrogranules, ce qui en limite I'efficacité
(Duquenneet al.1999).

Un des substrats couramment utilisé en co-immaliia dans les billes d’alginate de
calcium est le lait écrémé (van Elsaisal. 1992). Alors que I'observation microscopique de
billes seules montre une organisation de l'algirtkteCa en couches successives concentriques,

la formulation avec le lait écrémé montre une oigation différente du réseau
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macromoléculaire au sein des billes et une augrientdu nombre de microcolonies par rapport
aux billes sans lait écrémé (Bashan 1986). Danadeale la production de composés acides dans
la bille, l'utilisation de lait écrémé tamponne pél mais accélére la dégradation des billes
(Bashan 1986). La survie d® fluorescengeut étre augmentée en ajoutant de la bentonite en
plus du lait écrémé (van Elsas$ al. 1992). La bentonite incorporée fournit ainsi uraerigre
physique entre les cellules et le sol environnandee le rle de renforcateur de la structure des
billes permettant un relargage progressif des lesli(van Elsagt al. 1992).

2.3. Phytoremédiation

2.3.1. Techniques et limites

En matiére de remédiation des sols, les méthodesgahchimiques sont majoritairement
utilisées, malgré leur colt élevé et leur impagatié sur la structure et la vie biologique du sol.
La phytoremédiation, technique peu colteuse ebgmple a été proposée en 1983 par Chaney
et présente I'avantage de pouvoir étre mise en @augitu.

L’EPA (Agence pour la Protection de I'Environnemjengfinit la phytoremédiation
comme étant « |'utilisation directe de plantes plauréductionin situ des risques liés aux sols,
boues et sédiments contaminés et aux eaux sou&srgiar I'extraction, la dégradation ou le
confinement des polluants» (EPA 2000). Plusieuchrtigjues basées sur ce principe ont été
développéesdbleau 1.11).

La phytoremédiation étant une technique en émergeles codts réels ne sont pas
encore généralisables mais les colts estimés Soatd® % plus faibles qu'avec les méthodes
physico-chimiquestébleau 1.6, p21 et 23) (Glass 2000). Le marché de la phytoréatiéd est
en progression ; il représentait en France 50 an#dlid’euros en 1992 et a été estimé a 280

millions d’euros en 2005 (Trouvé 2006).

2.3.2. Phytoextraction

La phytoextraction représente la seule voie bigjogid’extractionn situ des métaux et
comporte de nombreux avantages vis a vis des stlisép de facon diffuse, sur de grandes
surfacest@bleau 1.12). Cette technigue est basée sur le prélevemenndesix par des plantes
dotées d’'une capacité de résistance aux métauxe d@roissance rapide, d’'un systéme racinaire
développé, d'une aptitude a produire beaucoup dedse et a étre capable de transloquer les
éléments vers les parties récoltables (Chatey. 1997; McGrattet al.2002).
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Tableau I1.11: Caractéristiques des différentes techniqueségs en phytoremédiation

Techniques de
phytoremédiatio

Rhizofiltration

Phytostabilisation

Phytoextraction

Phytovolatilisation

Phytodégradation

Mécanismes

Accumulation, adsorptio]

précipitation

N, Complexation,
adsorption, précipitatio

Accumulation et
n Hyperaccumulation

Volatilisation

Dégradation
rhizosphérique

Type de polluant

Inorganique

Inorganique

Inorganique

Organiques/inorganiqu
(As, Hg, Se)

Organiques (solvants
chlorés, herbicides)

Substrats traités

Milieux aqueux

Sols, sédiments,
boues

Sols, sédiments,
boues

Sols, sédiments,
boues

Eaux, sols,
sédiments, boues

Plantes utilisées

H. annuus, B .juncea, N
tabacumZea mays

Plantes exclusives
(Agrostis tenuis

Hyperaccumulatrices @
accumulatrices a forte
biomasse

c

Plantes modifiées
génétiguement

Tout type de plante
hébergeant des
rhizobactéries

Avantages

Utilisationin situ
etex situ

Limite le risque de
lixiviation et d’érosion
Solution rapide

Utilisationin situ
Adaptée aux pollution
diffuses

Dilution de la pollution
dans l'air
Pas de traitement de
déchets végétaux

~

D

5 déchets végétaux

Inconvénients

Dépend du systeme racinaire Nécessite une

Dépend du systéme
racinaire

surveillance
N’élimine pas le pollual
du sol

Dépend du systeme
racinaire
Retraitement des déch
produits

Le risque d’exposition
atmosphérique n’a pa
été quantifié

Utilisation d'OGM

Limité a des polluants
sfacilement dégradable
Dépend des
rhizobactéries associé

Références

(Dushenkowet al. 1995)

(Cunningham et Berti
2000)

(Garbisu et Alkorta
2001)
(McGrath et Zhao 2003

(Chaneyet al. 1997)
3)

(Black 1995)

Pas de traitement des

72
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Tableau 1.12 : Avantages et inconvénients de la phytoextrac{idnnninghamet al.
1995; Henry 2000).

Avantages
. Utilisé pour une grande diversité de polluants pigaes/inorganiques
. Applicationin situex situ
. Diminution des perturbations pour le sol par rappox techniques conventionnelles
. Réduit la quantité de déchets a stocker jusqu’a 95%
. Diminution de la dispersion dans I'eau (lixiviatjogt I'air
. Méthode peu colteuse en moyen humain et matériel
. Facile a mettre en ceuvre
. Ecologiquement adaptée et esthétique
. Limite I’érosion, maintien ou améliore la structutes sols
. Impact positif sur la fertilité et la biodiversities sols

Inconvénients

. Restreint a des sites pollués peu profonds linditésn dans les sols
. Durée de remédiation longue
. Restreint aux sites de faible contamination
. Traitement des déchets potentiellement dangereux
. Dépend des conditions climatiques
. Risque d’affecter la biodiversité en introduisaes @speces non natives
. Risque de consommation des tissus contaminésganimaux par paturage

Plusieurs approches ont été développées :
» l'utilisation de plantes hyperaccumulatrices ;
» l'utilisation de plantes a forte biomasse dontfltefcité de prélévement des métaux peut
étre augmentée par I'ajout de chélatants chimiguesouplée a la bioaugmentation ;
» l'utilisation d’arbres a croissance rapide.

La durée de phytoextraction est I'un des factemmgdnts majeurs ; le traitement des sols
pouvant atteindre plusieurs années, voire dizaidesnées t@bleau 1.13). Une durée
raisonnable, inférieure a 5 ans, nécessite latili; d'espéces a croissance rapide ou
d’améliorer des plantes existantes par insertiométees responsables de I'hyperaccumulation
qui n'ont a ce jour pas encore été découverts.

Selon Baker (1981), il existe trois catégories thntes pouvant pousser sur des sols
métalliféres figure 1.13) tels que les sols de serpentine (contenant CoM@r Mn et Ni), les
sols séléniféres (sols riches en Se), uraniferesataminaires (sols riches en Cd et Zn) (Raskin
et al.1994) :

» les exclusives qui maintiennent une faible conetioin en métaux dans leurs feuilles
quelle que soit la teneur du sol et qui sont ppaleiment utilisées en phytostabilisation ;

» les accumulatrices et hyperaccumulatrices qui aatemh les métaux dans leurs parties
aériennes indépendamment de la concentration du sol

» les indicatrices dont le prélevement en métauxetrefla concentration du sol jusqu’'a ce
que la teneur dans le sol leur soit toxique.
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Tableau 1.13: Estimation de la durée de traitement pour ré&dlarconcentration en Pb
d’'un sol de 100 mg/kg de sol sec sur 30 cm de pd#ar en fonction des caractéristiques de
production et d’'accumulation la plante (Bakeal.2000).

Concentration en Pb  Biomasse végétale  Quantité de métal  Durée du traitement

(mg/kg MS) produite (t/ha/an) extrait (kg/ha/an) (en années)
Non-hyperaccumulatrices
50 5 0,25 1800
50 10 0,50 900
50 15 0,75 600
50 20 1,00 450
50 25 1,25 360
500 5 2,50 180
500 10 5,00 90
500 15 7,50 60
500 20 10,00 45
500 25 12,50 36
Hyperaccumulatrices
1000 5 5,00 90
10000 5 50,00 9
20000 5 100,00 4,5

Hyperaccumulatrice

Accumulatrice

ra

AN
\@\Q&\\\&

Exclusive

»
Ll

Concentration en métal dans le sol

Concentration en métal dans la plante

Figure 1.13: Catégories de plantes poussant sur des soldlifeéta (Baker 1981).
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L’emploi de la phytoextraction se limite a des sifeeu contaminés, tels que des sols
agricoles. Par exemple, Blaylock (2000) a estimé lguphytoextraction du Pb p&rassica
junceane pouvait s’appliquer qu’a des sites dont lauem® métaux ne dépassait pas 1500 mg
de Pb par kg de sol sec.

Plantes accumulatrices et hyperaccumulatrices

La premiére découverte des plantes pouvant accurdealéortes concentrations en Zn a
été faite en 1885 par Baumann. En 1935, Byers saitefaccumulation de Se péstragalus
spp, et en 1948, Minguzzi et Vergnano identifiaides plantes pouvant accumuler plus de 1%
de Ni dans leurs feuilles.

Le terme d’hyperaccumulateur a été ensuite défomroe étant une plante capable
d’accumuler dans ses feuilles plus de (Baker eoBsd989; Bakeet al.2000; Reeves et Baker
2000) :

. 10 pg de Hg/g de MS (matiere seche) ;

. 100 pg de Cd/g de MS ;

. 1000 ug de As, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Se/g de MS ;

. 10 000 pg de Mn, Zn/g de MS.

Le phénomene d’hyperaccumulation est assez rarexifite environ 400 especes
hyperaccumulatrices soit moins de 0,2% des angiog®e dont 300 accumulent
préférentiellement le Nitdbleau 1.14) (Salt 1995). La plupart des hyperaccumulateurs
appartiennent a la famille deBrassicaceage famille qui ne posseéde pas d’associations
mycorhiziennes (McGratét al.2001).

Une des caractéristiques principales des espegesdocumulatrices est de posséder un
facteur de translocationF{) — rapport de la concentration en métal dans ¢eslléds a la
concentration en métal dans les racines — supérgeurd. La plupart des plantes
hyperaccumulatrices n’accumulent pas les métauxadméme facon selon leur nature. Par
exemple A. halleri est un hyperaccumulateur de Cd et Zn dans lebefeunais accumule Cu et
Pb dans les racines (Dahmani-Mulédral. 2001). A ce jour, aucune espéce végétale n’a encor
montré des capacités d’hyperaccumulation d’'un lapgetre de métaux (Watanabe 1997) mais
de nombreuses plantes hyperaccumulatrices polestrelstent encore a découvrir (Raskiral.
1997).
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Tableau 1.14: Nombre d’especes hyperaccumulatrices connuesditbérents métaux et

familles les plus représentées (Baktal.2000; Brookst al. 1998; Dubourguieet al.2001).

. Nombre Nombre de : . .
Eléments o x : Familles les plus représentées
d’especes familles
As 2 1 Pteridaceae
Cd 2 1 Brassicaceae
Co 28 11 Lamiaceae, Scophulariaceae
Cu 37 15 Cyperaceae, Poaqeae, Lamiaceae,
Scophulariaceae
Mn 9 5 Apocynaceae, Cunoniaceae, Proteceae
. Brassicaceae, Cunoniaceae,
Ni 317 37 Euphorbiaceae, Flacourtiacea, Violaceae
Pb 14 7 Asteraceae, Brassiceae
Se 20 7 Fabaceae
T 1 1 Brassicaceae
Zn 13 5 Brassicaceae, Violaceae

La plupart des plantes hyperaccumulatrices somict&nisées par une faible biomasse et
une croissance lente, ce qui les rend moins efkgour une utilisation a grande échelle par
rapport aux especes a forte biomasse (Bakexl. 2000; Reeves et Baker 2000). Par exemple
Thlaspi caerulescensultivé sur un site contaminé par Cd, Cu et Zma#ixtt7 g de Cu/ha alors
gue du mais cultivé sur la méme parcelle en ex@réiis plus grace a une plus forte production
de biomasse (Keller et Hammer 2005). Par consédusifisation de plantes a forte biomasse
s’est développée, en particulier des especes éaltivZea maygmais),Pisum sativun{pois),
Avena sativgblé),Hordeum vulgardavoine) eBrassica juncedmoutarde indienne).

Le point critique de la phytoextraction reste ladisponibilité du métal dans le sol,
influencée par les facteurs édaphiques dont IdpBEC et la teneur en matiére organique. Une
étude de Baronat al.2001) suggére cependant que l'augmentation deokdismonibilité des
métaux dans le sol doit étre en rapport avec lpaaiés d’extraction des métaux par les plantes
sur une courte période, sous peine d’entraineisgue potentiel de contamination des couches

profondes de sol et des eaux souterraines.
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Selon certains auteurs, les arbres pourraient ége bons candidats pour la
phytoextraction du fait de leur capacité a craduedifférents substrats, de leur systeme racinaire
développé et de leur forte production de biomaPBsdfdrd et Watson 2003). Les arbres ont un
taux de transpiration tres important ce qui faeilié transfert des ions métalliques vers les
feuilles : un saule, par exemple, peut transpi@900 litres d’eau en un été (Hinchmanal.
1998). Cependant, les arbres ne sont pas capableiadapter a de fortes concentrations en
métaux dans le sol, ce qui explique leur absencdesusites métalliferes d’Europe (Turner
1994), malgré une tolérance aux métaux plus marquéepour la plupart des especes cultivées
(Pulford et Watson 2003). Une étude économiqueuat@ot révelé que le saule était adapté a la

remédiation d’un sol agricole contaminé par du CeiMandowskiet al. 2006).

2.3.3. Interactions entre les métaux et les plantes
2.3.3.1. Toxicité des metaux
Certains métaux sont des micro-nutriments essendida croissance des vegétaux (Cu,
Co, Fe, Mn, Mo, Ni et Zn) qui peuvent étre toxigae®rte concentration alors que d’autres, non

essentiels, sont toxiques a faible concentratiagn 64, Cd, Cr, Hg, Pb)tableau 1.15).

Tableau 1.15 : Concentration en éléments traces dans les paaBidennes de plantes
(mg/kg MS) (Kabata-Pendias et Pendias 1992).

. Teneurs tolérables
Teneurs en exces ou

Elément Teneurs normales toxiques pour plantes de grande

culture

Cd 0,05-0,2 5-30 3

Cr 0,1-0,5 5-30 2

Cu 5-30 50 50

Hg - 0,5-1 -

Ni 0,1-5 10-100 50

Pb 5-10 30-300 10

Se 0,01-2 5-30 -

Zn 27-150 100-400 300

En exceés, les métaux non essentiels provoquenit laiessdes chloroses et nécroses que
des retards de croissance (inhibition de la cramsaracinaire notamment) (Williamet al.
2000). Au niveau cellulaire, cette toxicité peuttsmduire par une fixation des métaux aux

groupements thiols inhibant ainsi les activités yematiques, les syntheses protéiques ou
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provoquant une carence d’ions essentiels par catmopéfAssche et Clijsters 1990). Certaines
monocotylédones non herbacées et les dicotylédofmsndent aux chloroses, dues a une
carence en Fe, en augmentant leur capacité razidairéduire le Fe(lll) en Fe(ll), forme
assimilable par la plante (Chaney al. 1972) ou en acidifiant la rhizosphére (Marschrer e
Romheld 1994). Bien que globalement les plantestagrumulatrices soient tolérantes aux
métaux, il n’existe pas de lien avéré entre larémlée et I'hyperaccumulation (Baketral. 1994;
MacNairet al.2000).

2.3.3.2. Absorption

Le préléevement des éléments minéraux par les gatépend des paramétres suivants :
(1) concentration en éléments potentiellement Bjaliibles dans le sol, (2) activité et statut
ionique des éléments dans la solution de sol,réBisport des éléments a l'interface racine/sol.
Les plantes prélevent les métaux sous forme densatu sous forme soluble liée a la matiere
organique. Le rapport de la concentration en élésneans les feuilles a celle mesurée dans le
sol définit, selon Dahmani-Mulleet al. (2000), le facteur de bioaccumulation ou de
bioconcentration KB) et permet ainsi de déterminer la capacité dentgdaa absorber les
métaux.

La plante est capable de mobiliser ou dimmobiliges métaux en changeant les
conditions rhizosphériques par la production d'eless racinaires, par extrusion de protons, de
phytosidérophores ou d’acides organiquegute 1.14) (Kinnersley 1993; Wenzedt al. 2003).
Ces composeés chimiques présents dans la rhizospbetampliqués dans I'augmentation du
préléevement des métaux et leur translocation \esdduilles, bien que les mécanismes mis en
jeu ne soient pas clairement définis (Mench et Mdr991).

Pour maintenir un certain équilibre dans la rhihasp, les racines liberent des protons
lorsqu’elles absorbent plus de cations que d’ancanprélévent des protons dans le cas contraire
(Haynes 1990; Hinsingest al. 2003). Par conséquent, le pH dans la rhizosphetréeeplus
souvent de 1 a 2 unités inférieur & celui du saol hoezosphérique. Pour autant, aucun lien n'a
éte démontré entre le pH du sol rhizosphérique phEnomene d’hyperaccumulation (Knight
al. 1997; McGrattet al. 1997).
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Stomate

J A

Volatilisation

Mésophylle
spongieux

Séquestration/
compartimentalisation

Voie
symplastique

Endoderme

Figure 1.14: Voies de prélevements des métaux par les plabéssmétaux entrent par
les racines par voie symplastique (en traversaniriembranes cellulaires) et apoplastique (par
les espaces intracellulaires). Une fois dans lemg, les métaux sont transportés vers les feuilles
ou ils peuvent étre séquestrés dans différents adimyents cellulaires (cytosol, paroi cellulaire,
vacuole) ou étre volatilisés par les stomates (@mpeeet al, 2006).

-57 -



Partie | : Etude bibliographique

Les phytosidérophores, également impliqués dansddilisation des meétaux, sont
synthétisés par les graminées sous la forme dacdegénique ou avénique ou de
nicotianamines (Kinnersley 1993; Ma et Nomoto 19¥8)s composés spécifiques sont excrétés
dans la rizosphére notamment chez I'orge, en casce en Fe ou en Zn (Gregsal. 1995;
Marschner et Romheld 1994). Les phytosidérophooes excrétés au niveau de l'apex ou ils
complexent les métaux tels que le Fe (Marscletex. 1987), puis le complexe est récupéré par
des transporteurs spécifiques de forte affinitélaumembrane plasmique des cellules racinaires
(Marschner et ROmheld 1994). Les phytosidérophpeesent complexer d’autres métaux que le
Fe dans le sol, tel que Cd, Ni, Zn (Awad et RomI2€ld0; Shenkeet al.2001).

Les plantes exsudent également des acides organ(cjtrique, malique, oxalique) et/ou
des phosphatases acides en cas de carence en geogptarschener 1998). Les acides
organiques de faible poids moléculaire sont lesgaux acteurs de la mobilisation des métaux
(Al, Ca, Fe) et de 'accumulation de ceux-ci dags plantes, soit en formant des complexes
metalliques, soit en diminuant le pH (Haynes 199hsingeret al. 2003). La surproduction
d’exsudats racinaires n’est cependant pas impligaés le mécanisme d’hyperaccumulation de
Zn parT. caerulescen&haoet al.2001).

2.3.3.3. Transfert et translocation

Une fois absorbés par les racines qui jouent le ddchangeurs d’ions, les métaux
traversent la membrane plasmique par des transperoal des sites de fixation de plus forte
affinité (Hirsch et al. 1998). Trois processus majeurs peuvent alors eédal transfert des
métaux des racines vers le xyleme : (1) la sécatestrdes métaux dans les cellules racinaires,
(2) le transport symplastique vers la st&{8) le relargage dans le xyléme.

Dans la plante, les métaux sont souvent peu modil&sement des complexes insolubles
avec les carbonates, les sulfates et les phospHagesmmobilisant dans les compartiments
apoplastiquesou symplastiques(Raskin et al. 1997). L'immobilisation des métaux sur les
parois cellulaires des racines peut étre assindiléaee stratégie d’exclusion des métaux par la
plante (Baker 1981; Dahmani-Mullet al. 2000). Les métaux non essentiels empruntent plutét
la voie apoplastique, perméable aux solutés, gjoes les ions métalliques essentiels atteignent
le xyleme par la voie symplastique (Tester et Lel§B1). Le transport des ions dans le xyleme,
dont Cdll, Cull, Pbll et Znll, est contrdlé par lpsotéines de transport membranaires (Clemens
et al. 2002; Williamset al. 2000). La chélation avec certains ligands tels khistidine, la

nicotianamine et le citrate ont tendance a facilgéetransport des métaux dans le xyleme alors

" Voir glossaire
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que la synthése de phytochélatines et de métalludimes favorise la séquestration dans les
racines (Clemenst al.2002).

Le transport des métaux du cytosol a la vacuolewst séquestration sont considérés
comme un mécanisme important de la tolérance Bacumulation des métaux. Cela les exclut
des sites cellulaires ou se déroulent des procésisugue la division cellulaire ou la respiration,
procurant ainsi un effet protecteur (Hall 2002)sliens métalliques peuvent étre transportés
activement par des systemes ATP-dépendants a drd@etonoplaste, sous forme libre ou
complexée (Ortizt al. 1995). Une fois dans la vacuole, les métaux peudta complexés par
des acides organiques ou des peptides détoxifisatieumétaux induits lors de I'exposition de la
plante a ces métaux (glutathion, phytochélatinesétallothionéines) (Cunninghaat al. 1995).

Le glutathion est le composeé thiol majeur des planprésent majoritairement sous forme
réduite (Mayet al. 1998). Les plantes qui subissent un stress ngallproduisent des radicaux
libres et des espéces oxygénees réactives (ROBi@sent alors ce stress par la synthese de
glutathion, de phytochélatines ou de métallothioegi(Cobbett et Goldsbrough 2002; Rauser
1995). Les phytochélatines forment des complexes #&s nutriments et les métaux toxiques,
tels que Cdll, Coll, Cull, Pbll, Hgll, Nill et aisht au transport dans les vacuoles ou les métaux
sont seéquestrés (Meagher 2000; Salt et Rauser M@&feli-Lange et Wagner 1990). Les
métallothionéines sont des protéines riches eréinest, et forment des complexes avec les
métaux dans l'ordre d’affinité suivant: Bill>Hghsgl>Cull>CdII>PblI>Znll (Kaegi et
Schaeffer 1988). Les métallothionéines sont égentak fonctionnellement aux phytochélatines
(Grill et al.1987), bien que leur spécificité et leur role et in vivo n'ait pas été clairement
élucidé (Hall 2002). Les trichomeapparaissent également comme jouant un rdle mages la
détoxification de métaux. C’est le cas pour le @dcaB. junceaou I'accumulation dans les
trichomes est 40 fois supérieure a celle mesurée ldatotalité de la feuille (Ageat al.2002) et
pour Ni et Zn respectivement chalyssum lesbiacurfiKrameret al. 1997) etA. halleri.(Kupper
et al. 2000)

Le facteur de translocatidAT est variable selon les espéeces végétales et laendes
meétaux : certains sont facilement transloqués ledeuilles (Cd, Co, Mn, Ni, Zn) alors que
d’autres s’accumulent préférentiellement dansdeses (Al, Cr, Cu, Fe, Pb) (Baketal. 1994;
Pulford et Watson 2003).

Chez les plantes hyperaccumulatrices, les taux @legés de translocation peuvent

s’expliquer par la moindre séquestration des métkuns les vacuoles racinaires en comparaison

*
Voir glossaire
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de ce qui est observé chez les non hyperaccunugst(iSinghet al. 2003). Il est d’ailleurs
probable que les plantes hyperaccumulatrices aierstystéme de transport par le xyleme plus
efficace. L'exposition a Ni de plusieurs espéecesalydsum provoque une augmentation
importante et proportionnelle des niveaux d’histeddans le xyleme (Kramet al. 1996). Une
réponse similaire a été observée chez deux auti@mstep hyperaccumulatrices de Ni,
Streptanthus polygaloides Berkherya coddi(Smithet al. 1999). Cependant d’autres études ont
montré que la réponse a I'histidine n’était pas/erselle chez toutes les espéces accumulatrices
de Ni (Salt et Kramer 2000). De fait, plusieurs amésmes d’hyperaccumulation coexistent, y

compris pour un meétal donne.
2.3.3.4. Cas du chrome

Toxicité

La toxicité du chrome vis a vis des plantes commé¢odit organisme vivant varie selon
sa forme chimique. C'est la réduction de CrVI ehl @ar les stades intermédiaires CrV et CrlV
qui libére des radicaux libres OHe responsablessaetoxicité et des effets génotoxiques
(Vazquezet al. 1987).

Les effets toxiques du Cr chez les plantes se isadule plus souvent par des chloroses
et nécroses. Chez l'orge, la synthese de polyandoetla putrescine, principalement due a une
exposition a CrVI, réduit la croissance, induisiathése de chitinase (facteur de stress) dans les
feuilles, et diminue la croissance foliaire etdagur en eau des feuillBankset al.2006).

Le Crlll est en général moins toxique pour les f@armgue le CrVI du fait de sa faible
solubilité (Shahandeh et Hossner 2000). Cependai# #ortes concentrations, le Crlll peut
causer de sérieux dommages dans les tissus etimmmeution de la production de biomasse
foliaire et racinaire pouvant atteindre 40 % poQ0® uM de Crlll alors que 100 uM de CrVI
causent 75 % et 90% d'inhibition de croissance pesifeuilles et les racines respectivement
(Shahandeh et Hossner 2000). Le Crlll intraceltalaist en effet un agent mutagene potentiel et
peut inhiber ’ADN polymérase en déplacant les ibftgl (Mishraet al. 1995).

La présence de CrVI peut modifier le prélevemeratuties éléments, en augmentant
notamment celui du Ca et du Fe par les racinesudtld par les feuilles (Caret al. 1977;
Gardea-Torresdegt al. 2004) mais réduit le prélevement de Mn et Zn. E'ules conséquences
est la chlorose des feuilles supérieures obsertéz tes espéces derassicaet Datura,
probablement due a un effet indirect du Cr surdagiocation du Fe ou du Zn (Ghosh et Singh
2005a).
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Absorption racinaire

Dans le sol, le Cr est principalement lié a la eratiorganique majoritairement sous
forme de Crlll réduisant ainsi sa phytodisponibiljHanet al. 2004). Les exsudats racinaires et
leurs produits de dégradation jouent un role inguarsur la mobilité du Cr, en augmentant les
conditions réductrices du sol, ce qui peut condaite réduction de CrVI en Crlll moins mobile
(James et Bartlett 1984). D'un autre coté, la gasut libérer des agents complexants tels que
les acides carboxyliques et les acides aminés guvgnt faciliter le prélevement de Cr et
augmenter sa mobilité dans le sol (Mishtal.1995).

Le Cr peut étre prélevé sous forme*Cou CrQ?%, le prélévement de CrVI étant plus
rapide que pour le Crlllfigure 1.15 (McGrath 1982). Le CrVI est en effet activement
transportévia les transporteurs de fer/sulfate/phosphate etrestajorité réduit en Crlll dans les
racines par les enzymes Felll réductases (Schrii@)lalors que le Crlll est absorbé par un
mécanisme passif plus lent et peut étre retendesusites d’échange cationiques des parois
cellulaires (Skeffingtoret al. 1976). Plusieurs études montrent que quelle gii¢gasiorme du Cr
dans le milieu, seul le Crlll est présent dangdeines (Bluskowet al. 2005; Mishraet al. 1995;
Zayedet al.1998).

Prélevement de Crlll et CrVI par le mais

Prélevement et Prélevement et

translocation immobilisation Systeme

racinaire

CrVI Crlll labile Systéme
4 sol
Oxydes de Exsudats racinaires
Mn et produits de
Sol humide dégradation
et aeré racinaire
v /
Hydrolysé et

Crlll - ——————  J  immobilisé

Figure 1.15: Schéma possible des variations dans le prélaviedeeCrlll et CrVI dans
et autour du systéme plante (Misletaal. 1995).
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Transport et accumulation

La translocation et I'accumulation du Cr dans &nf# dépendent du stade d'oxydation de
la forme de départ, de la concentration dans lemit de I'espece végétale. Il a été démontré
que les plantes accumulaient plus de Cr lorsquei-celétait sous la forme CrVI, et que le
facteur de translocation du CrVI était de 2 a 4 ®upérieur a celui du Crlll, ce qui suggéere un
transport massif par le xyleme (Shahandeh et HoXIG0; Zayecdet al. 1998). Le CrVI migre
en effet plus vite dans le xyleme que le Crlll @blement parce que ce dernier interagit
électrostatiquement avec les parois cellulairesvdeseaux. Le CrVI peut traverser aisément les
membranes cellulaires par les transporteurs phtspisalfates et peut étre transloqué vers les
feuilles (Smithet al. 1989).

En revanche, le Crlll ne peut pas passer les marabraellulaires, excepté lorsque le
Crlil est lié a de l'acide oxalique, du malate auld glycine. Sa biodisponibilité augmente alors
et il peut pénétrer les parois cellulaires (Srisaget al. 1999). L’exposition au Cr provoque un
changement de structure a la surface des feuillagee augmentation du nombre de trichomes
qui peuvent étre des zones de stockage des méthiixet al. 2004; Vazquezt al. 1987).
Globalement, les plantes accumulent surtout le &rsdes vacuoles des racines par piégeage
(Shankeret al.2004).

Phytoremédiation

Les dicotylédones (tournesol et moutarde indiesoa) connues pour extraire plus de Cr
que les monocotylédones tels que le blé et I'odgefait de la production d'une forte biomasse.
Les monocotylédones sont par contre plus toléraate€r et montrent moins de signes de
toxicité (Shahandeh et Hossner 2000). Les espée@assica montrent une forte capacité a
prélever et a accumuler le Cr en particulier lggeess qui sont connues pour accumuler le
soufre commdrassica chinensi§Zayedet al. 1998).

Les especes poussant sur des sols contaminés(serentine et chromite) contiennent
rarement plus de 100 mg de Cr /kg de MS dans leuiies (Shahandeh et Hossner 2000).
Pourtant, quelques plantes hyperaccumulatriceshdone ont été découvertes, ddditoma
niccolefera, Pearsonia metallifera, Sutera fodired Vetiver zizanioides(tableau 1.16).
L’accumulation paiNetiver zizanioidegst sans doute due a son systeme racinaire guaigt a

sa forte production de biomasse (Dalé&tral. 1996).
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2.3.3.5. Cas du mercure

Toxicité

Le mercure est I'un des éléments les plus toxiqums les plantes du fait de sa forte
affinité avec les groupements thiols. Les principatfets de I'action du Hg sont une inhibition
de la germination, une inhibition du prélévemen«deune inhibition de la photosynthése et par
conséquent une diminution de la croissance (Rated 2004). Le Hg peut également accélérer
la sénescence des plantes en induisant la prodwtéthylene (Siegedt al. 1984).

Absorption racinaire

Les plantes, notammeRteris mayiiet Nicotianasp., peuvent affecter la distribution du
Hg dans le sol en mobilisant celui lié aux fractiosolubles et échangeables ainsi que les
fractions liées aux oxydes (Hahal.2006). Dans les sols a forte teneur en matieranigge, le
Hg est néanmoins peu disponible car il est sousdaromplexée (Ravichandran 2004).

Les plantes peuvent absorber le Hg par les raenkstransloquer vers les feuilles, mais
elles peuvent également absorber des vapeurs geamHgurs stomates (notamment les aiguilles
de pin) (Cavalliniet al.1999; Lindberget al.1991) {igure 1.16).

Hg particulaire
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Figure 1.16 : ROle des plantes terrestres dans le cycle biogénghe de Hg (Wang
2004).
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Transport et accumulation

Le Hg semble étre transporté assez facilement fésion dans les plantes. Le
glutathion et les phytochélatines peuvent étre aesgbles de la prise en charge du Hg car
I'exposition des plantes a ce métal augmente latifg@ade thiols dans la plante (Subhadtal.
1993).

Une étude récente sur I'accumulation du Hg paaldesa montré que la majorité du Hg
est accumulée et retenue dans les parois cellsildies racines et seulement 0,5 a 0,6% est
transloquée vers les feuilles (Wang et Greger 20D4utres études confirment que le Hg est
principalement retenu dans les racines en pamicloirsqu’il est sous forme organique plutot
gu’inorganique (Cavallinet al. 1999; Ribeyre et Boudou 1994). Certaines plargegue I'orge
peuvent volatiliser le Hg en présence d’acide dsqae (Battkeet al.2005).

Phytoremédiation

La plupart des recherches se basent sur I'utiisadie plantes génétiqguement modifiées,
notamment par linsertion de génes bactériens dpéfon mer dans les plantes telles
gu’Arabidopsis thalianat Nicotiana tabacunpour volatiliser le Hg.

L’insertion de génes codant pour la synthese dédactase mercurique Mer A augmente
jusqu’a 10 fois la résistance de la plante a Hylhwgmente également la volatilisation de ce
dernier (Henry 2000; Rugkt al. 1996). Certains macrophytes sont capables de dkgia
méthylmercure avec le genger Bcodant pour la lyase organomercurique et accurhldengll
produit (Bizily et al. 1999).

Azolla carolinianaest une petite fougéere aquatique qui le plus sttuvié en symbiose
avecAnabaena azollaajne cyanobactérie. Elle peut absorber des métagueeCd, Cr, Cu, Ni,
Pb, Zn et se révéle étre le seul hyperaccumulaeutgsans modification genétique, prélevant
75 a 100% du métal présent initialement (Bennietll.2004) {ableau 1.16).

2.3.3.6. Cas du plomb

Le Pb affecte le métabolisme global de la plandéamment la photosynthese (FargaSova
2001), inhibe [I'élongation racinaire (Pengt al. 2005) et peut causer des dommages
membranaires (Sharma et Dubey 2005). Les effeigueg du Pb sur les plantes se traduisent
par un brunissement des racines di a une augnwentila subérification, une diminution du

chevelu racinaire, de la croissance et de la ptamiude biomasse (Piechalak al. 2002). Ces
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effets s’expliquent par le fait que le plomb inhdoe diminue la division cellulaire, induisant une
distribution plus compacte des racines latéraldgd@hevaet al. 1998). De plus, I'exposition
au Pb provoque une détérioration des structurdslaiets en se fixant sur leurs constituants,
notamment le plasmalemme, ce qui perturbe la pdititéade la cellule a I'eau et la balance
hydrique de la plante (Sharma et Dubey 2005). qmostion au Pb perturbe par ailleurs le
préléevement et la translocation d’éléments esdenéiela plante, principalement le Ca mais
également le Fe, K, Mg, Mn et Zn (Huang et Cunnamgt1996). Une des hypothéses suggérées
est que le Pb blogue les canaux a Call de la meralplasmique des cellules racinaires ou agit

comme ion compétiteur pour les systemes de trah@ipoang et Cunningham 1996).

Absorption racinaire

Le Pb est typiquement non disponible pour les porsqu'il est complexé avec la
matiere organique, adsorbé sur les oxydes ou tglesrprécipité sous forme de carbonates ou
d'hydroxydes (Athalyet al. 1995; Blaylocket al. 1997). Lorsque le Pb pénéetre dans les racines
il est en contact avec de fortes concentrationgharsphates, un pH élevé et des concentrations
importantes en carbonate et bicarbonate dans Ipaces intracellulaires, ce qui tend a
'immobiliser sur les parois cellulaires (SharmaDetbey 2005). Le prélevement de Fe dans les
plantes est corrélé négativement au prélevemePRbdee qui laisse supposer une compétition et

un transport par les mémes récepteurs (Fetlat. 1998).

Transport et accumulation

La plupart des études ont montré que le Pb ertteafagcon passive dans les racines des
plantes puis était dirigé de facon apoplastiques Ves vaisseaux conducteurs et les voies de
transpiration, le Pb ne pouvant pas étre transpmt@ement de facon symplastique dans les
plantes (Clemenst al. 2002; Tung et Temple 1996). Il peut ensuite sofcipiter avec des
phosphates, migrer dans le xyleme ou étre échareggla phloeme (Brennan et Shelley 1999).
Une fois dans le xyleme, il peut étre adsorbé ayakoi cellulaire, le Pb est alors accumulé dans
la tige et les feuilles, rigidifiant ainsi les vegsux (Weis et Weis 2004).

Les processus de défense des plantes contre l®rPlpsu connus et résultent d'une
inactivation ou d'un évitement de la contaminati®hechalaket al. 2002). L'inactivation
consiste en une détoxification de Pb dans les eaqgiar les phytochélatines dont la disparition
au cours du développement de la plante laisse peusales ne jouent qu'un role transitoire
dans la détoxification de Pb (Mehetal. 1995; Piechalakt al.2002).
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Tableau 1.17: Plantes hyperaccumulatrices de plomb.
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Le Pb dans les racines s’accumule particuliererdans I'apex, le chevelu racinaire et les
départs de racines secondaires, sous forme chéatdey des parois cellulaires par des dérivés
phosphates, des protéines et des polysacchdfidag et Temple 1996). Les racines accumulent
en effet 3 a 50 fois plus de Pb que les feuilledatteur de translocation étant par conséquent
assez faible (Huang et Cunningham 1996), notametest lesBrassicacea®u 90% du Pb est

accumulé dans les racines (Kunetial. 1995).

Phytoremédiation

Il existe quelques plantes hyperaccumulatrices llutébleau 1.17). Les plantes de la
famille des Brassicaceaesont de bons accumulateurs de Pb, notamrBgassica juncea
(Blaylock et al.1997; Kumatret al. 1995) qui peut accumuler jusqu'a 10000 mg de BliékMS
dans les feuilles et 100000 mg/kg de MS dans lg@eea au bout de 20 jours de culture soit une
élimination de 2300 kg de Pb/ha de sol (Henry 2000)

La plupart du temps, la teneur en Pb dans lesgdariexcede pas 70 mg/kg de MS mais
sur certains sites, des herbes contenant plus 0@ f@/kg de MS de Pb ont été identifiées
(Barry et Clark 1978).

De nouvelles plantes hyperaccumulatrices de Pb réoémment été découvertes :
Hemidesmus indicugui peut éliminer jusqu’a 43% du Pb d’un sol (contenaitialement 1587
mg de Pb/kg de sol sec) (Chandra Seldiaal. 2005) etCichorium intybusqui peut accumuler
jusqu’a 1141 mg/kg de MS de Pb dans ses feuilles am FB de 2,3 et un FT de 1,9 (Del Rio-
Celestinocet al.2006).

Le mais est également un hyperaccumulateur de Pib maut accumuler 10600 mg de
Pb/kg de MS sur un sol contenant 2500 mg de PhiéyIS avec 2 g d’HEDTAkg de sol
(Huang et Cunningham 1996). Mais le mais est cepdblransloquer le Pb en absence d'EDTA
ou de composés dérives, méme si la teneur en Rblelnacines est faible (Brennan et Shelley
1999). De plus, parmi les espéces classiquemdigées en phytoremédiation, cette espece est
celle qui accumule le plus de Pb et a le FT le glesé, comparativement aux autres especes
testées par Huang et Cunningham (19¢4)I€¢au 1.18).

Une étude comparative a montré que les peuplieageiaty également un potentiel de
phytoremédiation élevé du fait de leur forte biogga®t d’'une capacité supérieure aux
hyperaccumulateurs, tel qii@laspi caerulescens mobiliser le Pb dans le sol (Fischereval.
2006)

" Voir table des abréviations
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Tableau 1.18: Concentration en Pb (mg/kg de MS) et facteutraeslocation (FT) dans

les feuilles en fonction des différentes espécesmflg et Cunningham 1996).

Concentration Concentration

Espéces végétales en Pb (1) FT (1) en Pb (2) FT (2)
Zea mays 375 0,164 225 0,180
Brassica juncea (211000) 347 0,024 129 0,054
B. juncea (426308) 329 0,049 * nd
B. juncea (531268) 241 0,012 97 0,028
T. rotundifolium 226 0,008 79 0,012
B. juncea (175607) 176 0,010 * nd
Triticuma aestivum 139 0,026 120 0,063
Ambrosia artemisiifolia 95 0,020 75 0,037
B. juncea Cern 65 0,007 45 0,013
T. caerulescens 64 0,002 58 0,012
B. juncea (180269) 59 0,012 * nd
B. juncea (184290) 32 0,006 30 0,013
*inhibition de croissance par phytotoxicité de Pb. nd : non déterminé.

(1) culture en hydroponie avec 4 mg de Pb /L.  (2) culture sur sol avec 2500 mg de Pb /kg.

2.3.3.7.  Accumulation multimétallique

Aux Etats-Unis, 70% des sites contaminés le sanapanoins 2 métaux (Forstner 1995).
La présence de plusieurs métaux peut altérer lacbassibilité de chacun d’eux du fait d’une
eventuelle compétition pour les sites de fixatiam des particules de sol, des substances
humiques et des agents complexants organiques @anet van der Lelie 2000). Les
mécanismes de résistance de la plante et le prénted’'un métal particulier peuvent étre
également affectés par une combinaison de plusieétaux.

Bien qu’aucun hyperaccumulateur universel n'ait éé€ouvert, plusieurs plantes sont
capables de co-accumuler les métaArollanthus biformifoliugCu, Co),Thlaspi rotundifolium
sp cepaeifoliun{Pb, Zn),T. caerulescenéCd, Pb, Zn);T. goesingenséCo, Mn, Ni, Zn) (Baker
et al. 2000; Bakeret al. 1994). Parmi les rares études réalisées surmitgsontaminés, il a été
prouvé que l'utilisation deZea mayset Brassica napugpouvait étre envisagée pour un sol
contaminé en Cd, Cr, Cu, Mn, Pb et Zn (Wangl.2002).
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2.3.4. Phytoextraction assistée chimiquement

Afin de réduire la durée de phytoextraction, depnaahts ont été testés de facon a
augmenter la mobilité des métaux dans le sol et thogoncentration en métaux dans la plante.
C’est le cas de composés chimiques tel que 'EDTAes dérives mais également d’autres

composes synthétiques plus dégradables que 'EDTA

2.3.4.1. EDTA, EGDA, HEDTA*

L’addition de chélatants chimiques (EDTA, HEDTA)gawente la concentration en Pb
soluble dans les sols ainsi que leur accumulatsors des plantes : jusqu’a 10 000 mg/kg de MS
dans les feuilles dBrassica junceaZea mayset Pisum sativun{Blaylock et al. 1997; Huanget
al. 1997). Les chélatants (1) augmentent la soluhiliéé métaux dans le sol, (2) facilitent leur
diffusion dans la rhizospheére, (3) augmententdadiocation vers les feuilles.

Complexé a 'EDTA, par exemple, le Pb est pluslémsent transloqué vers les feuilles
via le xyleme (Epsteiret al. 1999; Vassilet al. 1998) et le complexe EDTA-métal protége la
plante d’une éventuelle toxicité (Ruleyal.2004).

L’ajout ’EDTA augmente également la fraction melfiraction soluble et échangeable)
du Crlll dans le sol et augmente la concentratiorCdll d'un facteur 2 a 3 dans les racines et
les feuilles deB. juncea H. annuuset Zea maygAthalye et al. 1995; Chen et Cutright 2001;
Shahandeh et Hossner 2000). L'EDTA augmente nolersemnt le prélevement mais également
le facteur de translocation du chrome puisque feptexe n’est pas fixé sur les sites d’échange
cationique des parois (Ha al.2004)

L'utilisation de chélatants chimiques est cependanritroversée en raison de la plus
grande biodisponibilité des métaux et par conségiien risque possible de lixiviation (Jiaeg
al. 2003; Wuet al. 2004). Cette mobilité accrue peut se traduiredear effets négatifs mis en
évidence sur les microorganismes et les nématodésmment avec 'EGDA (Bouwmaet al.
2005; Romkenset al. 2002). D’autres études ont montré impact négatiflEDTA sur les
activités enzymatiques du sol et sur le nombrd tabactéries (Gmanet al. 2001), ainsi que
sur le nombre dBseudomonasp. et des bactéries dénitrifiantes (Galimska-Séd. 2000).

L'EDTA peut aussi induire des effets toxiques impots chez les végétaux soit
directement, soit indirectement en induisant deesst métalliques chez les plantes ayant
accumulé plus de métaux grace a ce chélatant (€th@atright 2001; Nascimento et Xing 2006;
Vassilet al.1998).

" Voir table des abréviations
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Enfin, la dégradabilité de 'EDTA est tres limitpaisqu’il faut que le complexe EDTA-
métal soit clivé. Ces complexes ont été détectés dim sol cing mois apres application de
'EDTA a un sol contaminé avec du Cd et du Zn (Lortbal. 2001).

Le résultat final suite a I'ajout de chélatants dehc contrasté d’'autant plus que
'accumulation dans la plante est variable en fiamctle la forme chimique des métaux et des
especes veégétales (Wat al. 1999). Lombiet al. (2001) ont montré que I'ajout d’'EDTA
augmente la mobilité de Cd, Cu, Pb et Zn, danslletsleur absorption dans les racineZeéa
maysmais pas dans les feuilles. D’autres études prauyee I'ajout d’EDTA n’augmente pas,
voire réduit le prélevement de Ni pBerkheya coddiiRobinsonet al. 1997a) malgré une
augmentation de la concentration en Ni solublealulLs phytoextraction assistée chimiquement
peut aussi se révéler inefficace en cas de polgauination, d’'une part du fait d’'un possible
effet synergique de la toxicité des métaux vissadé la plante ; d’autre part de la non sélectivité
des chélatants pour les métaux ciblés (NascimdrXing 2006). Tel est le cas du Cd, Cu, Pb et
Zn qui peuvent étre relargués et réadsorbés paoledituants du sol ou migrer vers les couches
souterraines au profit de la complexation du CaMgget Mn (Wuet al.2004).

Un dernier point en défaveur des chélatants estceit. Une utilisation en plein champ
pour une solubilisation efficace requiert envirgh 28 10 mM d’EDTA/kg de sol, soit 0,2 a 0,8

millions d’euros par hectare (Wat al. 1999).

2.3.4.2. Autres composés

De nombreuses études se sont penchées sur demtales aux chélatants chimiques
pour augmenter la mobilisation des métaux du sdéwt phytoextraction. Une des solutions
consiste a réduire le pH du sol, par exemple dd’ale soufre, mais cette acidification entraine
généralement une diminution de 'activité microlmer{Wanget al.2006).

Des chélatants synthétiques biodégradables (EDOE)A] DTPA) (Meerset al. 2005:
Tamuraet al. 2005) et des chélatants naturels (NTA, acidesniggas) ont été étudiés comme
alternative a 'EDTA (Quartacat al. 2006; Wengeket al. 2003). Leur meilleure dégradabilité,
notamment celle du DTPA peut toutefois limiter lefficacité (Meant al. 1980).

Enfin, des études ont montré que des acides ongesiitrique et gallique) pouvaient se
montrer aussi efficace que I'EDTA et augmenter éuns pa biomasse veégétale produite
(Nascimento et Xing 2006). L’acide citriqgue diminikaetoxicité de Cr et Pb pour les plantes et
augmente le facteur de translocation (Ckeml. 2003; Srivastavat al. 1999). Cependant ces

acides organiques peuvent étre dégradés par lesarganismes du sol diminuant ainsi leur

" Voir table des abréviations
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effet sur I'absorption des métaux par les plantegarticulier lorsque de petites doses sont
appliguées (Romkeret al.2002). Apporté a fortes doses, I'acide citriquatse révéler toxique
pour les plantes (Turget al.2004).

L'utilisation de fertilisants permet aussi d’augrtemra quantité totale de métaux extraits,
essentiellement grace aux rendements plus élevdsoamasse. Par exemple, I'application de
fertilisants azotés a permis de tripler la biomagd'#dyssum bertolonien 12 mois mais une
légére diminution de la concentration en Ni danbitanasse a été constatée (Robinsbial.
1997b). De méme, I'apport d’engrais phosphatés peatoquer la précipitation de Pb sous
forme de Pb-phosphate insoluble (pyromorphite daropyromorphite) malgré 'augmentation

de biomasse des végétaux (Chaeegl.2000).

2.3.5.  Amélioration génétique

Plusieurs stratégies pour améliorer génétiqguemees Iplantes utilisées en
phytoremédiation ont été envisagées : l'altératleria spécificité des systéemes de prélevement
des métaux et 'augmentation de la production destances chélatantes pour augmenter le taux
de translocation et la séquestration des métauanikr et Chardonnens 2001).

Les plantes transgéniques qui surexpriment lesreegympliquées dans la biosynthese
du glutathion, le précurseur des phytochélatinestrent une plus grande tolérance aux métaux
et une accumulation accrue dans leurs feuilles b@iset al. 2003). L’introduction de
métallothionéines dBisum sativundansA. thalianaa eu pour effet d'augmenter le prélevement
de Cu par les racines (Evaasal. 1992). De méme des génes de métallothionéineggitier
animale transférés a Ahaliana, Nicotianasp. et Brassicasp. ont permis d’augmenter la
tolérance des plantes au Cd mais n’'a eu aucunaffdes effets négatifs sur 'accumulation de
Cd dans la plante (Karenlampet al. 2000). La synthese de phytochélatines et de
métallothionéines est colteuse en énergie et emmeauts, notamment en N et en S. Leur
surexpression dans des plantes transgéniques poaffecter leur croissance @t fine leur
potentiel de phytoextraction.

Une autre stratégie pourrait consister a favorigertranslocation des métaux en
augmentant l'efficacité de transpiration de la @amu en supprimant les composés qui
pourraient bloquer la transpiration, par exempéeitle abcissique. C’est le cas d’'un mutant
sélectionné dd3. junceaqui extrait deux fois plus de Pb que I'écotypeveae (Glebaet al.
1999).
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2.3.6. Elimination des déchets produits

La phytoremédiation avec des especes a forte bemrtaie quds. junceapeut conduire
a une production volumineuse de déchets a trajtar exemple 6 t/ha contenant 10000 a 15000
mg de Pb par kg de matiere séche (Blayleical. 1997).

Une des premieres étapes est la réduction de vghameompostage ou par compaction
(Kumar et al. 1995; Raskiret al. 1997). Les deux traitements nécessitent toutefeisdcupérer
les lixiviats. La biomasse est ensuite traitée gifiérentes techniques, principalement par voie
thermochimique tableau 1.19) (Ghosh et Singh 2005b). Le produit final peuteéstocke,
réutilisé en fonderie, ou subir une extraction iligudes métaux dans les cendres, cette derniére
technique étant encore au stade expérimental (Bghaim et Berti 2000; Sas-Nowosielsitaal.
2004).

Tableau 1.19: Comparatif des colts de traitement de déchewusisde Ila
phytoremédiation (adapté de Sas-Nowosietdlkal, 2004).

Codt du
Techniqgue procédé (en Avantages Inconvénients
€/t)
Durée de traitement (2 a 3
mois)
9 Réduction du volume Demande un équipement
% Compostage  10-25 d’air et d’eau spécial
< Le produit final est un déchet
0 dangereux
2 Réduction de volume Demande L,m_équipement
o : Non Récupération des . spemal .
c Compaction . . o Le produit final est un déchet
o disponible lixiviats contenant des d bi ;
= métaux anger_egx_( iomasse e
= lixiviats)
g Réduction significative  Le produit final est un déchet
Pyrolyse 20-30 du volume _ dangereux
Produit final utilisable Nécessité un séchage préalable
(pyrogaz) des déchets
Récupération des métaux

" o possible Nécessite un traitement des
E’ Incineration 180-220 Réduction significative fumées
S de la biomasse (>90%)
'0‘3) Onéreux
b= Stockage en 135-1136 Peu colteux en temps Limitation de la contenance
= CET Redirigé vers l'incinération
qu Ne réduit pas la biomasse
® Extraction Non
= liquide Récupération des métaux Pas de technologie aplgicab

disponible

73



Partie | : Etude bibliographique

3. Phytoremeédiation couplée a la bioremédiation (ingyén de
la rhizosphére)

3.1. Fonctionnement de la rhizosphere

La rhizosphére est définie comme étant la zonedlisaus I'influence biologique et
biochimique des racines. Les exsudats et les s@mséides racines créent ainsi « I'effet
rhizosphere » qui se manifeste le plus souventparactivité microbienne intense (Bowetral.
1999).

Les facteurs tels que la nature du sol et les patras physico-chimiques associés, les
propriétés du systeme racinaire, le statut nutmitéd de la plante et les conditions climatiques
peuvent influencer la taille et le fonctionnemeatld rhizosphere (Gobraet al. 2001). D’autre
part les caractéristiques des sols sont en retadifides par les plantes du fait de leur
croissance, du prélevement de nutriments ou deaconaénts, et par I'exsudation racinaire
(figure 1.17).

) Solution de Constituants
Racine sol de sol
<4— prélévement H.O désorption ‘
—> [CVA i —>
' ™S <« prélévement C'IA ICWA] adsorption ‘
N o®
~ < . . ) dissolution
excrétion —» H'/HCO; —» pH précipitation ——» . .
y @)
y - ® e
<— respiration Co
S P : S
'
relargage % O Eh réaction redox —b‘ ‘
chélation .
exsudation —p CcO [L-] Comp|exation —> .

Figure 1.17: Schématisation des effets des exsudats racsnsumeles facteurs abiotiques
et les mécanismes a linterface sol-solution. C€rbone organique (réducteur, chélatant,

ligand), C : cation, A: anion, L: ligand, Eh : potentiel redox (d’aprés Adriaabal, 2004).
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3.1.1. Interaction bactéries/plantes

Certains organismes ont des relations symbiotiguesiutualistes avec la plante, c’'est a
dire une association d’organismes a bénéfice m@gim. Les échanges entre plantes et
microorganismes peuvent étre basés sur 'appoaudé de nutriments a la plante en échange de
substances carbonées, et d’'une protection physique les microorganismes. Trois types de
microorganismes sont impliqués :

* Les ectosymbiontes ce sont des microorganismes qui restent a Fexte de la
racine soit dans la rhizosphére (sol environnastréeines) ou dans le rhizoplan (surface des
racines). C'est le cas des bactérieseudomonas, Azospirillunet Paenibacillus et de
champignons tel quérichoderma;

e Les mésosymbiontes ce sont les champignons ectomycorhiziens, da# |
Ascomyceétes, Basidiomycétes. Certains champignentymkLaccaria ont un grand intérét en
sylviculture et forment un réseau mycélien qui penéntre les cellules des plantes ;

* Les endosymbiontes ce sont les champignons endomycorhiziens dantyghes
pénetrent dans les cellules végétales jusqu’aumalesnme en formant des arbuscules. Ces
champignons sont dAMF (arbuscular mycorrhizal fungi) et appartiennenjamn@irement a la
famille desGlomales.Le niveau suivant est dit endosymbiose intracaillallorsque I'organisme
parvient a percer le plasmalemme. C’est le cafklieobiumet deFrankia qui forment des

nodosités avec les légumineuses.

Les AMF (arbuscular mycorrhizal fungi)

Les AMF sont présents dans la plupart des solslehisent 97% des especes végétales
(Abbott et Robson 1991). L'association racine-AMRé&diore la croissance de la plante cultivée
sur un sol non fertile par augmentation de la sarfdéchange racinaire (Smith 1997) et par
conséquent accroit la mobilisation de nutrimenserisels notamment le P (Marschner et Dell
1994; Smith 1997). Les AMF tel g@@omusaugmentent le poids sec, la surface racinaira et |
longueur des racines déea mayspar rapport aux plantes non mycorrhizées (Clarketb
1996). La colonisation racinaire par les AMF pefiécer les rhizobactéries de facon directe
(apport de sources carbonées, variations de pldepcé de composeés fongiques stimulateurs ou
inhibiteurs, compétition pour les nutriments) odiiacte (effet sur la plante héte, I'exsudation
ou la structure du sol) (Johanssaral.2004).

Rhizobactéries

Les bactéries associées aux racines peuvent atpmfent sur la nutrition de la plante

grace a de nombreux mécanismes impligués dansl@sons mutualistes ; tel est le cas des
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PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Onemee de nombreux genres dont
Azospirillum, Azotobacter Agrobacterium Arthrobacter, Alcaligenes (Ralstonidacillus,
Bulkohoderia, Pseudomonas, Rhizobiatserratia (Hoflich et al. 1994; O'Sullivan et O'Gara
1992).

Les PGPR agissent sur la croissance et le dévetogedu végeétal a deux niveaux : (1)
par voie indirecte, par réduction du nombre des phytopathogénes opr@rention de leur
développement ; (2par voie directe par I'augmentation de la biomasse végétale et du
prélevement des nutriments grace a la productibwrdiones de croissance végétale (auxine,
acide indole acétique, gibbérelline, ou cytokinjra)solubilisation du phosphore, la production
de sidérophores, d’enzymes spécifiques ou la Gratle I'azote atmosphérique (Glick 1999;
Kloepper 2003). Par exemple, l'inoculation du sole@ P. fluorescensPslAl2 permet
d’augmenter a la fois la croissance dea mayset sa teneur en macroéléments (N, P, K)
(Egamberdiyevaet al. 2002). Le potentiel élevé de colonisation racmamar les PGPR
s’explique par leur capacité a survivre dans laasphere, a étre compétitifs pour I'utilisation
des nutriments exsudés par la plante et & étreeqseen nombre suffisant grace a une
colonisation efficace (Lugtenberg 1999).

Les microorganismes rhizosphériques sont en m@jatds bacilles Grandont les
PseudomonagKuiper et al. 2004). LesPseudomonasont capables de coloniser le rhizoplan
I'endorhizosphéredu mais (Benizriet al. 1997). L'utilisation desPseudomonagiuorescents
(PF) s’est largement développée en biocontréle adesmts pathogénes, grace a la production

d’antibiotiques, d’acide cyanhydrique et de sidéaps (Bloemberg et Lugtenberg 2001).

3.1.2. Roble des facteurs biotiques et abiotigues impliqagéms la
colonisation racinaire et la rhizocompétence

La colonisation microbienne des plantes est aféeqiér des facteurs biotiques et
abiotiqgues tels que la compétition, I'exsudatiortimaire, la disponibilité des nutriments

inorganiques, le pH et la température du sol (vaanét al. 1997).

Réle du sol et des conditions de culture

Latour et al, 1996 ont montré que la composition du sol émifacteur dominant
responsable de la diversité des populations bacrd@es associées aux racines (en particulier les
PF). Par exemple, les populations bactériennesfideetts cultivars de mais ne présentent pas

de différences significatives contrairement auXédénts sols testés (Chiariaet al. 1998). Les

" Voir glossaire
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réponses variées des plantes, par ailleurs norélées a la colonisation par des PGPR,
s’expliquent principalement par les variations dmpérature, d’humidité, de pH et d’intensité

lumineuse (Kuipeet al.2004).

Facteurs liés au végétal

Les facteurs régissant la rhizocolonisation destptasont I'espéce végétale et son état
physiologique, facteurs qui conditionnent la qéaldt la quantité de la rhizodéposition. La
rhizodéposition décrit le transfert du carboneltdés racines des plantes vers le sol et comprend
les exsudats racinaires, les sécrétions enzymatiges lysats des cellules mortes et les
mucilages (Graystoret al. 1997). La diversité de groupes microbiens qui ragessent
directement avec les racines des plantes est fiedée par la diversité végétale et les especes
végétales que les groupes microbiens avec moimgediction racinaire (par exemple les
bactéries nitrifiantes) (Kowalchuit al. 2002).

Les exsudats racinaires se caractérisent par engeelcomplexe d’acides organiques, de
phytosidérophores, de sucres, de vitamines, d’acameinés, d’ions inorganiques (ex : HEO
OH', H"), de gaz (C@ H,) qui ont un effet direct ou indirect sur 'acqtiish des nutriments par
la plante et les microorganismes environnants (Ealad Phillips 2002). La composition des
populations microbiennes dépend de la compositemexsudats racinaires ainsi que du type de
racine, de I'age de la plante et du type de solgi@h et al. 1998; Yang et Crowley 2000).

Certaines plantes agissent spécifiguement surimestdbactéries en libérant par leurs
exsudats des nutriments médiateurs aux propriéiésatactiques. Par exemple, de nombreuses
bactéries se multiplient dans la rhizosphére earrgp a la libération de flavonoides; et stimulent
en retour I'exsudation de flavonoides dans la spbere (Hartwiget al. 1991; Recourkt al.
1991). Certains genes bactériens peuvent aussaéikes par des exsudats spécifiques : ainsi,
un promoteur fort, spécifiguement induit par la lp présente dans la rhizosphere des
graminées, a été identifié ch&z fluorescengvan Overbeek et van Elsas 1995). Fedyal.
(1999) ont également montré que les hormones Jégétie type AHL (acyl homosérines

lactones) permettaient la communication entre pladte et bactéries.

Facteurs liés aux rhizobactéries

Un des facteurs essentiels pour I'efficacité dedbnisation racinaire par les bactéries
est leurrhizocompétence Cette propriété se traduit chez les populatian®@ rhizosphériques
par leur capacité a (1) mobiliser le fer ferriq@¢ & réduire les nitrates et a dénitrifier, et &3)
utiliser des sources carbonées et d’énergie spaesitels que des sucres (saccharose, tréhalose,
xylose), des polyols (inositol, sorbitol) et desdas aminés (citrulline, trigonelline) (Curl et

Truelove 1986; Latouet al. 2003). La vitesse de croissance est égalemeraatauir important
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de la colonisation : plusieurs études sur la riphése du blé et du mais ont montré que les
bactéries a stratégie r (croissance rapide) étpréaominantes dans les racines immatures alors
gue celles a stratégie k (croissance lente) préumient dans les racines plus matures (De éfeij

al. 1995; Nacamullet al. 1997). Certaines bactéries ont la capacité dewphénotypiquement
tout en conservant l'intégrité de leur génome, e lgur confere une meilleure aptitude a
coloniser les racines et a protéger la plante eatitventuels phytopathogenes. L’étude de van
den Broeket al. (2003) montre que 93% des souchesPdeudomonaantagonistes, isolées a
partir des racines du mais, peuvent varier phémpigment. Tel est aussi le cas Be
brassicacearuntdont la variation de phase constitue une stratéggieolonisation de rhizosphére
d’Arabidopsis thaliangAchouaket al.2004).

La capacité de production de chélateurs du Feqedsles sidérophores constitue un
avantage competitif pour la rhizocolonisation. @eres bactéries possedent de plus la faculté de
récupérer les sidérophores d'autres bactéries |gamrpropre besoin en Fe. Des mutants de
Pseudomona8iuorescents déficients en Pvd se sont en effailéévétre capables d'utiliser une
Pvd de la souche sauvage et cinq Pvd d’autres seuttais avec un rendement plus faible
malgré la similarité de leurs récepteurs membrasa{Mirleau et al. 2000). Les analyses
statistiques montrent ainsi que les populationszodphériques les plus compétitives
appartiennent au méme sidérotyfieatouret al. 2003).

L’efficacité de la colonisation racinaire est égaéamt due a la capacité d’adhésion des
bactéries aux racines grace a la production de osé® divers tels que les protéines
membranaires, les lipopolysaccharides, I'agglu@niet les exoploysaccharides (Amekslal.
1999).B. subtilis employé comme agent de biocontréle, bien querellgment peu présent dans
la rhizosphere, est néanmoins capable de cololgsaacines des plantes grace a la production
de biofilms constitués de surfactine (Batsal. 2004).

La rhizo-compétence des bactéries est égalemenali@phénomene de quorum sensing.
Celui-ci est basé sur la communication entre cedludactériennes par des molécules signal de

type homosérines lactones (van Vetmal. 1997).

Facteurs lies a I'inoculation

L’enrobage de graines avec des bactéries est ummmeyurant d’inoculer une plante.
Pour étre efficace, I'inoculum doit convenir a lazospheére et a la plante, car I'efficacité de la
colonisation varie grandement selon le couple biaé¢pdante utilisé. Une étude utilisant des

graines de mais enrobées avec 1% de cellulose rdexganéthyle contenar®. fluorescens

" Voir glossaire
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montre que la bactérie colonise préférentiellentenizones apicales et basales de la plante mais
peu les zones intermédiaires (Arawgb al. 1994). La colonisation racinaire est ainsi le plus

souvent le facteur limitant le succés d’'une opératie bioaugmentation (Weller 1994).

3.2. Ingénierie de la rhizosphere appliquée a la phytaetion :

rhizoremediation

De nouvelles techniques sont requises pour amélie@fficacité de la phytoextraction,
notamment celles qui associent la phytoextractiola &®ioaugmentation pour mobiliser les
métaux du sol et augmenter ainsi leur transfers Ves plantes (Guet al. 1996). Parmi ces
microorganismes, les PGPR et les AMF sont pargoaitnent intéressants (Glick 1995; Weller
1994).

La combinaison de deux procédés de dépollution, plyytoremédiation et la
bioaugmentation, a donné naissance a une noueehaalogie : lahizoremédiation (Kuiper et
al. 2004). Cette technique a été largement développéela remédiation de sols contaminés par
des polluants organiques (Baracal. 2004; van Akeret al. 2004). Bien que de nombreuses
bactéries soient résistantes aux métaux et jouentdle important dans la mobilisation ou
'immobilisation de ces métaux, peu d’études onttpgusqu’a présent sur l'interaction des
rhizobactéries avec les plantes accumulatricescgusoit sur leur réle dans la tolérance aux

métaux ou sur le niveau de prélevement de ces mé&ick 2003).

3.2.1. Microorganismes symbiotiques

La présence dAMF a été observée dans la rhizosptiérplantes poussant sur sols
contaminés par des meétaux lourds, suggérant untayersélectif pour ces plantes en tant
gu’especes pionniéres (Khanhal.2000). Dans la majorité des cas, les AMF tende@taire le
prélevement des métaux par les plantes non acctrineta(Joner et Leyval 2001). Dans le cas
du Cu, les AMF ont un role de protection au niveas racines et augmentent ainsi la tolérance
de la plante au métal (Gaé#t al. 1995).

Dans d’autres cas, les AMF facilitent 'absorpties métaux, par exemple du Cd dans le
haricot et le mais (Guet al. 1996), dans la luzerne (El-Kherbawtyal. 1989), le tréfle (Joner et
Leyval 1997) et le soja (Hegget al. 1990) selon les conditions de pH et la nature @u s
L’inoculation avecGlomus intraradicesnfluence I'accumulation de Pb dans les plantek et
translocation vers les feuilles mais les effetfedént selon les espéces et la localisation dans le
végétal : la mycorhization réduit la teneur en Bhglles racines et les feuilles£ka maysnais
'augmente dans les racinedrostis(Malcovaet al.2003).
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Ces résultats contrastés ont plusieurs originasnature et la concentration en métaux,
les propriétés physico-chimiques du sol, le tymessgdciation AMF/plante héte, les conditions de
pré-culture des microorganismes et la densité ageirfLeyvalet al. 1997). Bien que la tendance
soit a la réduction du prélevement des métaux ggldnte en présence d’AMF, un couplage
adapté héte/champignon et/ou mis en ceuvre dansoeltions favorables pourrait ameéliorer
les performances de phytoextraction (Wilkins 19€Bpendant, les plantes hyperaccumulatrices
de la famille deBrassicaceadB. juncea, T. caerulescensont typiguement des plantes non
mycorhizées sans association possible avec les @vtiwn 1994; Kumaet al. 1995).

3.2.2. Microorganismes non symbiotiques

Plusieurs études ont révélé que les PGPR étaigenfmlement intéressantes pour
augmenter la capacité de phytoextraction des méfalnkeau 1.20) (Carlot et al. 2002). Par
exemple, I'inoculation dd’seudomonaspotammentP. fluorescensstimule la croissance du
mais et le préléevement de métaux (Cd, Cr, Cu, Nj, Zh) sur des sols faiblement pollués
(Hoflich et Metz 1997). Les PGPR peuvent ainsi agirle prélévement des métaux par la plante
sur plusieurs plans :

* en augmentant le taux de croissance de la plantelaes certains cas
'accumulation des métaux par la plante, par lailsitibation de P et K, et la
production de différents métabolites :I'acide ire8tacétique (IAA), 'ACC
déaminase et les sidérophores (Glick 2003).

e en agissant sur la mobilité des métaux dans leesg@ar conséquent sur leur

absorption par la plante, par le biais des sidermgshet des acides organiques

Solubilisation de P et K
La présence de métaux notamment Ni et Pb tend &naimla quantité de P du sol

disponible pour la plante ce qui affecte sa croissgHalsteaet al. 1969). L’action conjuguée
de la solubilisation du phosphore par des bact@iefe la diminution du pH peut éviter cette
carence et en méme temps favoriser I'extraction dedaux par la plante. Certaines
rhizobactéries solubilisatrices de phosphore peugegmenter la concentration en Ni dans les
feuilles d’Alyssum muralgusqu'a 32% (Abou-Shanaet al. 2003). De méme, les bactéries
solubilisatrices de K et P ( du gerBacillus) permettent d’augmenter la résistanceBdassica

junceaa Pb et Zn, bien que leur prélévement par la elaatsoit pas accru (\Wai al.2006).
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Tableau 1.20: Exemples de cas de rhizoremédiation par bioantatien avec des

microorganismes non symbiotiques.
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Producteurs d’'|AA

L’IAA est une phytohormone, qui en petite quantié§ule les processus intracellulaires

et modifie la physiologie des plantes. Certainasnomes végétales comme I'lAA, induisent une
activation des ATPases de la membrane plasmiqugmentent la division cellulaire et
I'élongation des coléoptiles (tissus protégeanpda et les premieres feuilles) (Pazurkiewicz-
Kocot et al.2003).

Dans une culture hydroponique I'ajout simultané@&I(0,1 mM) et ’EDTA (0,2 mM) a
augmenté par 28 I'absorption de Pb dans les feulléeMedicago sativecontre 6 avec 'EDTA
seul (0,2 mM) (Lopeezt al.2005). Dans une autre étudgcillus subtilisSJ-101 qui produit de
I'lIAA a permis d’augmenter la croissance Bejunceadans un sol contaminé en augmentant sa
tolérance vis a vis des métaux et a multiplié p&rl’accumulation foliaire de Ni (Zaidét al.
2006).

Producteurs d’ACC déaminase

L’enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACCaméase assure la dégradation
de I'ACC, précurseur de I'éthyleéne produit par pgantes en état de stress, en ammoniaque et
a—kétobutyrate (Glicket al. 1998). Une partie de cet ACC est exsudé par l@aas de plantes
et peut étre dégradée par les bactéries produigdb€ déaminase (Glick 2003). Le rdle de
I'éthylene est important lors de la premiére phedsecroissance mais peut en effet inhiber
I’élongation racinaire en cas de stress (Deikma&@v L9

La colonisation des racines d& junceaou deB. campestrispar la souche PGPR
Kluyvera ascorbat&8UD165 qui produit 'ACC déaminase, protége lemnfds contre la toxicité
du Ni, Pb et Zn et contre le stress a I'éthylenar@et al. 1998). De méme l'inoculation de
Brassica napusvec une PGPR résistante aux meétaux et produid&€ déaminase stimule la
croissance des plantes sur un sol contaminé am@d, n'augmente pas le préléevement de Cd
par la plante (Belimov 2001). Une autre étude atréogue des plants de tomates génétiquement
modifiés, exprimant le géne bactérien de 'ACC diéase, accumlulaient plus de Cd, Co, Cu,
Mg, Ni, Pb, et Zn que les plants sans ACC déami(fasehkoet al.2000).

Producteurs de sidérophores

La contamination par les métaux lourds est souassciée a un déficit en Fe et au stress
a I'éthylene dans la plante (Glick 2003). La conmsdge de cette carence se traduit par des
chloroses car le déficit en Fe inhibe le dévelopg@ndes chloroplastes et la synthese de la
chlorophylle (Imsande 1998). Les sidérophores bigcte peuvent alors servir de réserve en Fe
pour la plante, bien que ses besoins (1) soient réduits par rapport & ceux des
microorganismes (10M) (Bar-Nesset al. 1992).
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Tableau 1.20 (suite)
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Le role des sidérophores bactériens dans la rHi@osples plantes poussant sur des sols
métalliferes n’a pas été clairement élucidé. Lalatieh des métaux par les sidérophores peut
augmenter la phytodisponilité des métaux en cadétieience en Fe (Bar-Ness al. 1992). Les
sidérophores, essentiellement présents dans lasphizre, n‘augmentent pas seulement la
solubilité du Felll en le désorbant des phasegisslimais également celle d’ions métalliques
divalents (Awad et Romheld 2000; Carrillo-Castanetial. 2005). Par ailleurs, la présence de
métaux dans le sol stimule en retour la produdi@sidérophores (Leong 1986).

Il a été prouvé que les sidérophores bactériensgient étre utilisés par les plantes : le
concombre Cucumber sativapeut utiliser la FOB (ferroxiamine B), un sidénhope de type
hydroxamate, pour restaurer sa synthese chlorophygt dans un milieu carencé en Fe, ce qui a
pour conséquence de stimuler la productionde bismake complexe Fe-FOB est utilisé
préférentiellement au Fe-EDTA ou aux phytosidéropbceet est rapidement transloqué vers les
zones a croissance rapide carencées en Fe ({ahd 993). Des conclusions identiques ont été
présentées par Clinet al. (1984) lors d’'une étude sur le prélevement d’bydmates par le
tournesol et le sorgho. De méme, des sidérophamshiips par de$seudomonafuorescents
peuvent étre impliqués dans le prélevement de Fdesatomates (Duss 1986), les ceillets,
I'avoine (Duijff 1991), la vigne et le mais (SharretJohri 2003a; Sharma et Johri 2003b) et
enfin I'arachide, accompagné d’une disparition dampmene de chlorose (Jurkevitch 1988).

Relativement peu d'études se sont intéresséesugnfientation du prélevement de
métaux en inoculant le sol avec des microorganispneducteurs de sidérophores. Dubbin et
Ander (2003) ont émis I'hypothese que les sidéroghae type FOB, largement répandus dans
le sol pouvaient jouer un réle dans I'accumulatden Pb par les plantes. Une autre étude a
montré qu’un inoculum mixte de bactéries, inoculdass un substrat artificiel a base de sable a
permis de multiplier par 2 a la fois le prélevemdatZn parT. caerulescengt la biomasse
végetale (Whitinget al. 2001a). Une des hypotheses émises par les autstirque cette
augmentation est due a la production de substachétatantes métallophores, de type

sidérophore paPseudomonast Enterobacter.

3.2.3. Efficacité des co-cultures végétales et/ou de octilations de

microorganismes

Le rendement de phytoextraction peut étre amélerécultivant simultanément des
especes mycorhizées et non mycrorhizées, des planteimulatrices et non accumulatrices ou

en bioaugmentant le sol avec un inoculum mixte,roerte montrent de récentes études.
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Wu et al. (2004b) ont démontré qu’une co-culture dea mayset deBrassica juncea
augmentait le rendement de phytoextraction enquaigr en les inoculant avec des AMF et des
bactéries rhizosphériques. Wt al. (2004c) ont également observé une absorption plus
importante du Zn dans deux hyperaccumulatdurgspi caerulescenst Sedum alfredji en
présence de mais. Ce systeme de co-culture ergezangcumulateurs non mycorhizés et plantes
mycorhizées est ainsi une perspective intéressguer augmenter le rendement de
phytoextraction.

La biomasse d’'une plante non accumulatricearvenseaugmente de 30% lorsque ses
racines sont proches de celles de I'hyperaccungalr caerulescenpour le traitement de Zn
(Whiting et al. 2001b). Cette augmentation est liee a une rédudio prélévement et de la
phytotoxicité de Zn pouf. arvensela forte accumulation de Zn par caerulescengui joue le
réle de phytoprotecteur, conduit a l'augmentatian l@tablissement et du développement
d’especes moins résistantes aux métaux. De plos-talture deT. arvenseet T. caerulescens
augmente la biomasse de l'espece hyperaccumulatec&n {. caerulescens augmente
également la concentration en Zn dans les feud#s caerulescende 11% et multiplie par 1,5
la quantité de Zn extraite par la plante par rapgoune monoculture dé&. caerulescens
(Whiting et al.2001b).

Enfin, un inoculum mixte déenicillium et ’AMF a permis d’augmenter de 30% la
biomasse produite p&tsholtzia splendenst de 15% la teneur en Pb dans les feuilles, dout
réduisant de 10% la teneur en Pb dans les radiasdet al.2007).
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Tableau 1.1 : Récapitulatif des caractéristiques des sols B\ et

Partie Il : Matériel et méthodes

Sol A Sol B
Type de sol Limon sablo-argileux Limon argilo-sableux
Granulomeétrie
% argile 17,9 25,2
% limons fins 19,7 29,6
% limons grossiers 14,6 10,5
% sables fins 14,2 8,0
% sables grossiers 27,2 17,5
Analyses chimiques
Matiere organique (g/kg sol) 44,6 63,7
Carbone organique (g/kg sol) 25,8 36,8
A(é;’ktg ;‘(’)tl‘;" 2,78 3,67
Rapport C/N 9,3 10,0
pH eau 7,2 6,4
pH KCI 5,9 5,4
Eh (mV) 270 336
CEC (pH 7) (mé/kg sol) 156 214
Taux de saturation Saturé > 80% 78 %
Phosphore assimilable Joret-
Hebert 0,49 0,2
(g POs/kg sol)
Cations échangeables
(giozt(‘;‘/sféusrgl) 0,14 (3,0) 0,35 (7,4)
(gMN"i‘gg‘/fg'“Srgl) 0,13 (6,4) 0,15 (7.4)
(g g:g/'ﬁgnsol) 4,89 (175) 4,18 (149)
Sodium 0,05 (1,5) 0,08 (2,5)

(g NaO/kg sol)

Remarque : pour les cations échangeables,

les valgentre parenthéses sont données en mé/kg de s.s
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1. Description du site d’étude

1.1. Prélévement des échantillons et pré-traitement

Les sols utilisés pour cette étude ont été prélsuéslieux parcelles agricoles de la vallée
de la Thur (Haut-Rhin), et sont désignés par A étdr leur caractéristiques physico-chimiques
dans le tableall.1 et enannexe J.

Il s’agit de sols bruns acides alluvionaires, leAest un limon sablo-argileux et le sol
B, un limon argilo-sableux. Les teneurs en matt#ganique des sols A et B sont respectivement
2 a 3 fois supérieures a celles considérées conptimaales pour les sols agricoles, c’est a dire
20g/kg @nnexe 1J.

Des échantillons de la parcelle d’ou est issu ldBsont été prélevés tous les 100 m &S
Ss) sur un transect entre la riviere (la Thur) et aamal usinier. Les prélevements ont été
effectués sur une profondeur maximale de 30 cnespandant a I’horizon labouré, aprés avoir
décapé la surface. Des échantillons de sédimeh#sgatement été prélevés dans le canal usinier
(Seq au bord du canal et Sgdu milieu).

Des échantillons de lait et d’ensilage ont étegué&sd et analysés de facon a évaluer le
risque de transfert vers la chaine alimentair@silage étant destiné a I'alimentation des vaches
laitieres de I'exploitation.

Des échantillons de plants de mais poussant quartelle ou a été préleve le sol B, ont
éte récoltés au stade 6-8 feuilles (correspond@&nseémaines de croissance) et au stade récolte
(correspondant a 15 semaines de croissance), peuanalyse des teneurs en métaux dans les
feuilles et les racines.

Tous les sols utilisés dans cette étude ont ensdetries pour éliminer les deébris
végetaux et les cailloux, homogénéisés et tamigésm

Les échantillons de sol destinés aux analyses hiaomiques ont été conservés
humides, a 4°C, 1 mois au plus avant analyse.

Les échantillons de sol utilisés pour les analypdgsico-chimiques ont été séchés a 25°C
pendant 1 semaine puis conservés dans des tuledygmopyléne (PP) stériles a -20°C avant
analyse. Les échantillons destinés aux analysesétigux totaux et aux extractions séquentielles
(excepté pour le mercure) ont été finement broyedamisés de fagon a obtenir une
granulométrie inférieure a 250um selon la norme$B 11464 (AFNOR 2006). Pour I'analyse
de la spéciation du mercure et de CrVI dans lelepl¢échantillons ont été conservés humides a -
20°C, sans broyage ni tamisage. Les teneurs totalesmétaux des sols A et B ainsi que la
concentration en métaux dans les fractions bioaddes du sol (F1 et F2) ont été analysées

comme décrit aux paragraphes 1.2.5a 1.2.8.
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1.2. Méthodes analytiques
1.2.1.Détermination du pH eau et pH KCI
La méthode utilisée est celle indiquée dans la edxfa ISO 10390 (AFNOR 1994b). La

prise d’essai est d’au moins 5 g de sol sec auggesl ajouté 5 fois son volume soit en eau
distillée ayant une conductivité inférieure ou égal0,2 mS/m a 25°C et un pH supérieur a 5,6 ;
soit une solution de KCIl a 1M. Les tubes sont agitéergiguement & 400 tpm pendant 5 min sur
une table d’agitation a température ambiante, sufpension est mise a reposer au moins 4 h.
Le mélange est agité énergiqguement avant la mekuH qui est mesuré avec un pH-métre

Hanna Instruments 221.

1.2.2.Détermination du potentiel d’'oxydoréduction

Le potentiel d'oxydoréduction (Eh) est déterminépdes le bulletin d’application N°
71/2e de la société Metrohm. Il n’existe pas encarkheure actuelle, de méthode normalisée
pour déterminer le Eh dans un sol en conditionkslderatoire. Un échantillon de 25 g de sol sec
est introduit dans un flacon en PP de 125 mL, pQisnL d’eau distillée sont ajoutés, le tout est
agité fortement pendant 5 min a 450 tpm. Le flaeshensuite agité 2 h a 150 tpm pour éviter
gue la suspension ne sédimente. Le Eh est mesecdeapH-metre Hanna Instruments 221 tout
en maintenant une agitation constante dans lerfldcéquilibre est atteint apres 5 a 10 min.

1.2.3.Détermination de I'humidité résiduelle et du poses

Le poids sec du sol est déterminé selon la norméS@W-11465 (AFNOR 1994a). Une
coupelle en aluminium est séchée a 105°C pendaniaans 45 min et placée ensuite dans un
dessiccateur jusqu’a refroidissement puis pesgB.(Une prise d’essai de 10 a 15 g de sol
humide est placée dans la coupelle et pas@® Apres séchage a 105°C pendant au moins 24 h,
la coupelle est déposée dans un dessiccateur gusgibidissement puis est a nouveau pesée

(m3). Le pourcentage d’humidité résiduelle (%HR) etedniné selon la formule suivante :

_[(m3-ml)-(m2-ml)]
- (m3-ml)

%HR

x100 (m1, m2, m3:en Q)

1.2.4.Détermination de la capacité au champ

Le protocole est réalisé a partir de celui étaatilp SADEF (Société Alsacienne pour le
Développement et 'Etude des Fertilisants, 68, €@an méthode interne : MA7-38T) sur un sol

séché et tamisé a 2 mm. Le fond d’'un pot en nalderi25 mL est percé d’'un trou de 0,5 cm de
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diamétre et est ensuite recouvert d’'un disque égaialuminium. L'ensemble est pedédl(),
puis le pot est ensuite rempli de terre tamiséendgn® qui aura au préalable été séchée 48h a
température ambiante. L’'ensemble qui doit avoisiegiB0 g est Iégérement tassé et pbtd).(
Le tout est placé dans un récipient contenanteuldistillée dans lequel se trouve un systeme
de mise a niveau. L’eau est ajustée a une hawkeique le fond du pot soit recouvert de 0,5 cm
d’eau. Le récipient est alimenté en eau par un daseompensation. Au bout de 24h, le pot est
sorti du récipient, couvert et pedd3) aprés une période de repos de 15 min. Le cakuad

capacité de rétention (CR) est le suivant :

cR = (M3 —M2) +[(M2 — ML) * HR/100] * 100
(M3 — M1) * (100 - HR)/100

(M1, M2 et M3 : en g) ; HR en %.

1.2.5.Teneur totale en métaux du sol

Apres prétraitement selon la norme NF ISO 11464N@R 2006), 0,5 g d’échantillon
de sol est introduit dans un récipient en téfloa.minéralisation acide du sol est obtenue en
ajoutant 3 mL d’HCI 37 % (v/v) (Roth) et 9 mL d’'HN®5% (v/v) (Roth) ; selon le protocole
N°3051A de 'EPA (Linket al, 1998). Le programme utilisé avec un micro-ondéestone

ETHOS est résumé ci-dessous.

o Puissance
N , Temps de imal

phase UEASEITE minéralisation maxima’le
utilisée

1 0°C -90°C 3 min 1000 W

2 90°C -130°C 5 min 1000 W

3 130°C -190°C 4 min 1000 W

4 190°C 10 min 1000 W

5 Ventilation 20 min 1000 W

Le minéralisat est repris dans de I'eau ultra g&eP, obtenue par I'appareil Elgastat
UHQ-PS), puis le volume est ajusté a 10 ml et Béditlon est filtré sur un filtre membrane en
acétate de cellulose Dustcher de 0,45um et anpbrséCP-AES (Inductively coupled plasma -
atomic emission spectroscopy). La rétention desanxétsuite a la filtration des solutions
métalliques sur les filtres membranes en acétateeti@lose (Dutscher) a été contrblée et a été

considéréee comme négligeable (<2% ).
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1.2.6.Teneurs en CrVI et Crlll du sol

Les différentes formes du chrome sont dosées paréidlnode MA 200-CrHex 1.0 du
Centre d’expertise en analyse environnementale uwkb€&r (2004), applicable aux échantillons
solides et aqueux. Le CrVI réagit avec le diphéraybazide pour former en milieu acide un
complexe rose a violet dont I'absorbance a 540 stnpeoportionnelle a la concentration en
chrome hexavalent.

Une prise d'essai d’'1 g d’échantillon humide de estl introduite dans un erlen de 100
mL en présence de 40 mL de solution extractivegrémavec 20g/L de NaOH (Roth) et 30 g/L
de NaCO;s (Roth). Le mélange est chauffé a ébullition sue plaque chauffante tout en agitant
avec un barreau aimanté et en évitant I'évaporatiae. Une fois refroidie, la solution est
filtrée sur papier Whatman dans un nouvel erlempiegnier erlen et le filtre sont rincés trois fois
avec de l'eau distillée. Le pH est ajusté a 7-&d¥N0O; 6M. Le mélange est transféré dans une
fiole de 100 mL et le volume est ajusté avec dau’distillée. La solution est filtrée sur
membrane de 0,45 um en acétate de cellulose (Banjsot centrifugée si nécessaire. Dans un
tube en verre sont introduits : 5 mL d’échantilfdmés, 4 mL d’'H:SO, 2N (Riedel de Haén), 0,2
mL d’une solution de diphényl carbazide (Fisheestific) a 5 g/L dans de I'acétone et 0,8 mL
d’eau distillée. Les tubes sont bouchés, mélangésrgiournement et la densité optique est
mesurée a 540 nm contre un témoin aprés 15 miatdion. La gamme étalon est réalisée a
partir d’'une solution de }Cr,O; (Fluka)a 10 mg/L pour des concentrations finales de (1 a

mg/L.

1.2.7.Extraction séquentielle du chrome et du plomb

L’extraction séquentielle des métaux du sol edigéa selon la méthode de Tessenl
(1979). La verrerie est lavée au préalable avec HMD%6 (v/v) et rincée a 'EUP. Tous les
réactifs utilisés sont de qualité analytique etdekitions sont préparées dans de I'EUP. Cette
méthode permet d’évaluer la distribution des métans le sol selon 5 fractions décrites dans le
tableau 11.2 obtenues par extraction séquentielle. La prisesdlieinitiale est de 1 g de sol sec,
introduit dans un tube en PP. Aprés extractionfubgss sont centrifugés 10 min a 94pavec
une centrifugeuse Beckman-Coulter Allegra 64R. waageant de chaque fraction est récupére,
filtré sur membrane de 0,45 um en acétate de os#ulDustcher) et analysé par ICP-AES pour

guantifier le Cr et le Pb. Entre chaque extractiertulot est rincé avec 8 mL d’EUP.
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Tableau I1.2: Protocole d’extraction séquentielle selon la radtéhde Tessiast al. (1979)

Durée, température et

Fraction métallique Extractant . N
vitesse d’agitation

F1 (échangeable) 8 mL Mg&€1M, pH 7,0 (Fluka) 1 ha25°C a 200 tpm

8 mL de NaOAc 1 M, pH 5,0

(Fluka) 6 ha25°C a 200 tpm

F2 (liée aux carbonates)

F3 (liee aux oxydes de 20 mL NHOH 0,04M (Fluka) dans 6 h a 96°C avec agitation

manganese et de fer) HCI 25 % (v/v) occasionnelle
3 mL de HNQ 0,02 M 2 h a 85°C avec agitation
+ 5 mL H,0, 30% (v/v) pH 2,0 occasionnelle

F4 (liée a la matiere 3 h a 85°C avec agitation

3 mL H,0, 30% (v/v) pH 2,0

organique) occasionnelle
5 mL de NgOAc 3,2M .\ mpor A
dans 20% (v/v) HNQ 30 min a 25°C a 200 tpm
F5 (liée a la fraction : : Minéralisation a 160°C et
résiduelle) 10 mL d'HF + 2 mL d'HCI®(Fluka) reprise du culot dans HCI 12M

1.2.8.Extraction séquentielle du mercure

L’extraction séquentielle du mercure est réalisélersla méthode de Giulio et Ryan
(1987). La verrerie utilisée est lavée avec HNK@% (v/v) et rincée a 'EUP. Les fractions
analysées ainsi que les extractants utilisés séatitsl dans lgableau 11.3. La prise d’essai
initiale est de 5 g de sol humide et les extraliteous sont centrifugés a 10Q0filtrés sur

membrane de 0,45 um en acétate de cellulose (Rustehanalysés par ICP-AES.

1.2.9.Extraction simple des fractions bioaccessiblesnaé&sux

Différentes méthodes d’extraction des fractionggibioaccessibles des métaux dans le
sol ont été testées. La masse des prises d’essalifférents extractants et les temps d’agitation
sont résumés dansti&bleau 11.4. Aprés extraction et centrifugation, les échamtidl sont filtrés
sur membrane de 0,45um en acétate de celluloses etohcentrations en Cr, Hg et Pb sont

analysées par ICP-AES.
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Tableau I1.3 : Protocole d’extraction séquentielle selon lahmde de Giulio et Ryan (1987).

Durée, température et

Fraction métallique Extractant . .
vitesse d’agitation
F1 (soluble a I'eau) 25 mL d’eau distillée 1 h a 25200 tpm
F2 (échangeable) 25 mL de WBIAc 1M (Roth) 1 ha25°C a 200 tpm
B . 25 mL NH,OH 1M (Roth),
F3 FFﬁglll\?ie l?gsx) acides puis acidification du 1 ha25°C a 200 tpm
g surnageant a pH 1,0 avec HCI
F3 FH (liée aux acides 25 mL HCI (37%) (v/v) + 2 h 24 85°C
humiques) H20, (30%) (v/v)
6 mL HNG; 0,02M 2 h 4 85°C
F4 (liee a la matiere organique 5 mL HO,(30%) (v/v) 3h 2 85 °C
et aux sulfures) NH4OAc 1M dans HN@ 6% 11 & 25% 3 200
(VIv) az25°ca tpm
Rincage du culot 2 fois avec
F5 (liee a la fraction 30 mL d’eau distillée 1N a85°C
résiduelle) H,SO, (97%):HNG; (65%)
2:1 (viv)

Tableau 11.4 : Protocoles pour I'extraction des fractions diéelsioaccessibles » en métaux du

sol.
dl?ensssili Durée VIIESEE El
Méthodes Extractant S durée de Référence
(engde d’agitation . )
centrifugation
sol sec)
. Van Ranst
Eau 2 10 mLEUP pH 7,0 16 h 30@) 10 min etal. 1999
8 mL MgChL 1M pH 7,0 . (Tessieret
MgCl, 1 (Fluka) 1h 9500g, 10 min al. 1979)
Chen et
20 mL CaC} 4H,0 _ (Che
CacCl, 2 0,01M (Fluka) pH 7,0 2h 2500g, 15min Cutright
2001)
20 mL de DTPA (Fluka) NF 1ISO
0,005 M+0,01M TEA : 14870,
DTPA 10 (Sigma)+0.1M CagGl 2h 3000g, 10 min- ArNOR
4H,0 pH 7,3 2002)
10 mL de NaN®@O0,1M . (Gupta et
NaNO; 4 (Roth) 2h 3000g, 10 min Aten 1993)
20 mL d’acide acétique,
lactique et citrique, (Fenget al
Rhizo 2 malique et formique a 16 h 30003, 10 min 20%5) '
0,01M (Roth) 4:2:1:1:1
(clc)
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1.2.10. Dosage des métaux par ICP-AES

Les analyses ICP-AES sont réalisées avec un appitiena (Jobin Yvon, Horiba). Les
gammes étalon sont préparées dans la méme mateckes|echantillons a traiter. Les éléments
analysés pour cette étude et leurs longueurs d’'eodé les suivantsAl (308,215 nm)As
(193,695 nm),Cd (228,802 nm)Co (228,616 nm)Cr (267,716 nm)Cu (324,754 nm)Fe
(259,940 nm),Hg (194,227 nm)K (766,490 nm)Mn (257,610 nm)Na (589,592 nm)Ni
(231,604 nm)Pb (220,353 nm)Si (251,611 nm)Zn (213,856 nm).

Les limites de détection obtenues dans les misétalipour I'analyse des 3 métaux
principaux de cette étude sont : 0,5 ug/L (Cr) pgylL (Hg), 1,5 pg/L (Pb).

2. Caracteristigues des microorganismes étudiés

2.1.  Souches étudiées et conditions de culture
Tous les milieux utilisés dans cette étude sontilists a I'autoclave (ALV 1131, Subitil
crépieux) a 115°C pendant 30 min.
Les souches utilisées pour cette étude, quatréfieset deux champignons, sont :

. Aspergillus nigeICBS 113.46;

. Bacillus subtilisDSM 3256 ;

. Pseudomonas fluoresceBSM 50090 ;

. Pseudomonas aeruginodd CC 9027 ;
. Ralstonia metalliduran&TCC 43123 ;

. Penicillium simplicissimunEBS 288.53.

Les milieux sont inoculés a partir des souchesewggs a -80°C dans du glycérol 20%
(v/v) (Acros). Les bactéries sont précultiveées ddmsnilieu LB (Luria Bertani) a 28°C et 200
tpm pendant 48 h et les champignons dans du mihialt extract (ME) a 28°C a 200 tpm
pendant 5 j (voir composition des milieux de cudtenannexe 2.

La biomasse bactérienne utilisée pour chague expeiest récoltée dans des tubes
stériles en PP et centrifugée a 9400endant 10 min. Le culot est lavé deux fois dan&@l a
9 g/L et repris dans du KCI.

Pour les champignons, seules les « pellets » ddisfas aprés lavage dans du KCI a
9g/L. Aprés avoir ajouté des billes de verre séritle 2 mm de diamétre, la suspension est

homogénéisée a I'aide d’un vortex.

" Voir table des abréviations
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2.2. Méthodes de dénombrement de la biomasse microbienne

Le poids sec est déterminé par filtration des susipas microbiennes sur une membrane
stérile de 0,45 um préalablement séchée a 105p€séte. La membrane est déposée dans une
boite de Pétri en verre et placée dans une étut@58C pendant 48h, puis pesée apres
refroidissement dans un dessiccateur.

Pour les bactéries, la concentration cellulairedéstrminée soit par mesure de la densité
optique (DO) a 600 nm avec un spectrophotometré&man-Coulter DU530, soit en comptant
les unités formant colonies (UFC) aprés un dénomént sur milieu LBA (milieu LB gélosé)
par dilution et étalement de 100 pL de chaqueiditusur boite. Les boites de Pétri sont ensuite
incubées au moins 48h a 28°C. Pour les champigihmieencentration cellulaire est déterminée
par étalement/dilution sur des boites de MEA (milME gélosé), les boites étant incubées 5] a
28°C.

Les coefficients de conversion entre la biomas#e),(jabsorbance (DO 600 nm) et la
concentration cellulaire (UFC/mL), correspondanig differentes méthodes de dénombrement
des microorganismes, sont reportés damalkeau I1.5 pour les bactéries etiableau 11.6 pour

les champignons.

Tableau I1.5 : Ccefficients de conversion entre la concentratiglfulaire (UFC/mL), la

biomasse (g/L) et la densité optique (600 nm) pesibactéries.

. . R.
B. subtilis P. aeruginosa P. fluorescens metallidurans
Concentration cellulaire
(UFC/mL)/DO (600 nm) 2,57.16 2,25.10 1,03.18 3,41.10
Biomasse (g/L)/DO (600 0.335 0.485 0.392 0,306

nm)

Biomasse (g/L)/
concentration cellulaire  1,30.10° 2,16.10'° 3,81.10'° 8,95.10"
(cellules/mL)

Tableau 11.6 : Ccefficients de conversion entre la concentratieltulaire (cellules/mL)
et la biomasse (g/L) pour les champignons.

. P.
A. niger ; -
simplicissimum
Biomasse (g/L)/concentration 4,10.10° 7.95.10°

cellulaire (cellules/mL)
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2.3.  Tests de résistance aux métaux

2.3.1.Tests semi quantitatifs

La résistance des microorganismes, soit a un meldadgCr, Hg et Pb, soit a un mélange
de Cr, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb, Zn aux concentratinaotées dans tableau 1.7 est testée. Cette
méthode semi-quantitative est basée sur la diffudes solutions métalliques dans la gélose.

Les souches a tester sont précultivées pendanaviiit le début de I'expérience et les
tests sont réalisés dans des boites de milieugyériisg/L d’agar) avec du milieu a I'extrait de
terre pH 7,0 (voir préparation ci-dessous). Unettigne de 0,5 cm est réalisée au centre de la
boite dans laquelle sont introduits 500 pL destgoia métalliques préparées dans de I'EUP et
stérilisées par filtration sur un filtre membraree@45 pum (Dustcher). Trois concentrations sont
utilisées correspondant aux concentrations desuxé@ans le sol B (x1), et a 5 (x5) et 10 (x10)
fois cette concentration. 20 pL de suspension idggecultures sont déposées de part et d’autre
de la boite en striant la gélose depuis le borthdgouttiere et perpendiculairement a celle-ci.
Les boites sont mises a incuber a 28°C. La lecteifait aprés 3 et 7 j d'incubation en mesurant
la distance sans développement microbien. Lestaésidont notés comme suit en fonction de la
distance d’inhibition: +++: < 0,5 cm d'inhibitipn++: <1 cm d’inhibition; +: <2 cm

d’inhibition ; - : pas de croissance.

Tableau 11.7 : Concentrations en métaux testées et naturerddsifs chimiques utilisés.

Elément Concentration utilisée Composé chimique
(en mg/L) (x1) utilisé
Cd 1 Cd(NQ)2,4H,0 (Merck)
Cr 490 CrC4,6H,0 (Fluka)
Cu 150 Cudl, H,O (Fluka)
Hg 15 HgC} (Aldrich)
Ni 55 NiCl,,6H,O (Fluka)
Pb 380 Pb(NQ,)z(RledeI de
haén)
Zn 350 ZnNQ (Fluka)

Préparation de I'extrait de terre

Le milieu a I'extrait de terre est obtenu a padiir sol A selon une méthode décrite par
Bourrié et al. (1998). Deux kilos de sol et deux litres d’eaurdbinet sont placés dans un ballon
de 5 L et autoclavés a 130°C pendant 60 min. Led&obtenu est filtré a chaud sur papier filtre

standard plissé Durieux et le filtrat est centréugy 2000g pendant 5 min, afin d’obtenir un
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milieu clarifieé, exempt de particules de terre.rhiieu est ensuite stérilisé a 115 °C pendant 30
min. Les teneurs en métaux de l'extrait de terreéé estimées négligeables par rapport aux
concentrations meétalliques utilisées pour le testasistance semi quantitatif et donc n’ont pas

d’'impact pour le test réalisébleau 11.8).

Tableau 11.8 : Concentrations moyennes (+ écart-type) en mégans le milieu a

I'extrait de terre.

mEéltéarITI]i?qu]Jte Concentration (mg/L)
Cd 0,00 10,01
Cr 0,17 +0,01
Cu 0,12 #,00
Fe 14,71 #,06
Hg 0,00 +0,00
Mn 8,93 +0,04
Ni 0,12 +0,01
Pb 0,71 40,09
Zn 0,91 0,23

2.3.2.Tests quantitatifs

La méthode utilisée pour déterminer la concentnatinimale inhibitrice en métaux est
celle de Teitzel et Parsek (2003), correspondameaversion modifiée du protocole de la CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), wisa minimiser la précipitation des métaux. Les
souches a tester sont cultivées a 28°C pendandd2h du milieu MSVGannexe 3. Les puits
de microplaques stériles sont remplis avec 300 pLndlieu MSVG, 25 pL de solution
métallique et 25 puL d’inoculum (DO 600 nm = 0,3a inéthode vise a tester la résistance des
bactéries a Crlll, Hgll et Pbll, pris individuellemt pour une concentration variant de 1 a 150
mg/L. La résistance a un mélange de métaux Cr,tHRpealont les proportions, correspondant a
celles présentes dans le sol B, sont les suivahi@®:13, est également testée pour des
concentrations en Pb allant de 1,3 a 325 mg/L. hdyaeur de croissance (Bioscreen C) permet
de suivre la croissance en mesurant la DO & 60Qtoutes les 2h aprés agitation, pendant une
durée totale de 56h.
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2.4. Méthodes de détection des métabolites microbiens

Les métabolites recherchés sont produits dans desuxnde culture appropriés (voir
annexe 2.

* CAA (casamino acids) pH 7,0 pour la production idéphores ;

* ME (malt extract) pH 6,0 pour la production de bidactants ;

» ST (sucrose tryptone) pH 6,0 pour la productiortidi@s organiques.

Chaque milieu est ensemencé avec 1% (v/v) de prérelbactérienne ou fongique. Au
bout de 48h de culture a 28°C, 200 tpm pour letébas et 5] a 28°C, 200 tpm pour les

champignons, la présence de métabolites est dét@erselon les méthodes décrites ci-dessous.

Test Chrome azurol S (CAS)

La méthode universelle de Schwynn et Neilands (L@®&7détection des sidérophores

avec le réactif CAS (Chrome azurol S) mesure laacié des sidérophores du surnageant du
milieu de culture a dissocier le complexe [CAS-Heljue I'on peut considérer comme une
mesure d’activité de la complexation du Felll. €attéthode est une méthode semi-quantitative
de mesure des sidérophores car elle ne permeteasiahtifier chaque type de sidérophore
présent bien que la vitesse de réaction puisseeiggres sur la nature des sidérophores
majoritaires. La solution CAS-shuttle a été utdispour toutes les expériences de fagon a
accélérer la vitesse de réaction et a pouvoirléiserésultats apres 2 h d’incubation quelle que
soit la nature des sidérophores présents.

La détection de la disparition du complexe [CASHfeest basée sur la réaction
suivante :

[CAS —Felll] + sidérophore CAS + [sidérophore-Felll]
(complexe bleu) (careg orange)

La verrerie doit étre lavée a I'HCl 6M et soigneusat rincée a 'EUP. L'EUP est
également utilisée pour la préparation des réactifs

La solution de CAS-shuttle est préparée comme: &t de CTAB (Roth) (bromure
d'hexadécyltriméthylammonium) 10 mM et 10 mL d’E&éht mélangés dans une fiole jaugée
de 100 mL. Une solution de 1,5 mL de Fe (Ill) (1nH&Ck, 6H,O (Roth) ; 10 mM HCI) et de
7,5 mL de la solution de CAS a 2mM (Fluka) sonuggs lentement au mélange précédent. Une
solution tampon composée de 4,307 g de pipéranihgdae (Fluka) dans 30 mL d’eau distillée
et 6,25 mL d’'HCI (37%) (v/v) est ensuite ajoutée rmglange. La solution CAS-shuttle est
obtenue en rajoutant 0,1 g d’acide 5-sulfosaliadigSigma) puis en ajustant le volume final a
100 ml avec de 'EUP.

- 908 -



Partie Il : Matériel et méthodes
La présence de sidérophores est révélée en ajolatasurnageant de I'échantillon a
analyser a du réactif CAS-shuttle dans une proporti:1 (v/v). La DO est lue apres 2 h de
réaction a 630 nm. La relation entre absorbanc@®rén et l'activité des sidérophores est
linéaire jusqu’a ce que la DO de I'échantillon gite 0,1 ; au dela I'échantillon doit étre dilué
avec de 'EUP.

Correction du test CAS

Cette correction doit étre apportée pour la déiactie sidérophores dans un milieu
contenant d’autres métaux que le Felll qui peuvieéragir avec le réactif CAS. Les
microorganismes producteurs de sidérophdPeséruginosa, P. fluorescensont cultivés dans
du milieu CAA pendant 48h a 28°C. Le surnageantartant les sidérophores est récolté aprés
centrifugation & 940@ pendant 10 min puis est ensuite concentré 4 faigs, 100uL du
surnageant, dilué de 2 a 1000 fois, est ajout® anl, de milieu minimum (MM) gnnexe 3 a
pH 7,0 contenant ou non les métaux ajoutés indelidment ou en mélange (Pb, 13 mg/L ; Cr, 5
mg/L ; Hg, 0,2 mg/L ; Fe, 4 mg/L). Aprés 2 h auaspl mL du mélange est prélevé et ajouté a
1 mL de réactif CAS-shuttle. La lecture de la D®3® nm est faite aprés au minimum 2h de
réaction. La correction de la mesure a 630 nm tasiié en mettant en relation la DO 630 nm
obtenue dans le milieu minimum avec métaux et 1a@3® nm obtenue dans le milieu minimum

sans métaux

Test « drop-collapse »

C’est un test qualitatif qui permet de détectgurisence de biosurfactants dans le milieu
par la méthode de Bodour et Miller (1998). Chaquéspd’'un couvercle de microplaque est
rempli avec 2 puL d’huile minérale (Aldrich). Aprésh au repos pour équilibrer le dépét, 5 uL de
suspension bactérienne sont ajoutés au centre deulke d’huile. La goutte de suspension
s'étale en présence de biosurfactants. Des téemumisgifs sont réalisés avec du bromure
d'hexadécyltriméthylammonium (Roth), qui symbolistion de surfactants cationiques, et
avec du sodium dodécyl sulfate (Roth), qui reprisséas surfactants anioniques. Des témoins
négatifs sont réalisés avec de I'eau distillée enilieu ME.

Test alizarin red S

Cette méthode est basée sur la détection coloiquétrdes acides organiques par un
indicateur de pH, l'alizarin Red S dont la zonevitage se situe entre 3,7 et 5,2 (Cunningham et
Kuiack, 1992). Une solution d’alizarin red S (Riede Haén), a 0,1% (v/v), est ajoutée au
surnageant de I'’échantillon a tester dans une ptiopol:1 (v/v). Au bout de 15 min, les essais

virant du rouge au jaune sont considérés commeifgosi
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3. Caractéristigues des plantes etudiées et analyses
3.1. Plante modéle des études en laboratoire : le mais

La plante modéle utilisée pour cette étudeZest mayd.., variété Benicia. Pour chaque
expérience, les graines sont stérilisées a tempérambiante, selon le protocole de Bengtri
al. (1995). Les graines sont placées dans un bécheerem et recouvertes d;80, 95% (v/v)
pendant 30 sec et rincées abondamment a I'eauldneto Les graines sont ensuite réparties
dans des tubes en PP stériles de 50 mL, dans Isspre ajoutés 25 mL d’éthanol 95% (v/v).
Les tubes sont ensuite agités 5 min a 200 tpmhéaréil est éliminé, les graines sont rincées a
I'eau distillée stérile, puis 30 mL di@, 10% (v/v) (Fluka) sont ajoutés et les tubes sgjitéa
30 min a 200 tpm. Les graines sont transférées ulamouveau tube stérile, apres avoir €liminé
I'eau oxygénée par 5 rincages successifs a I'esiillé¢ stérile, par agitation pendant 10 min a
200 tpm. Les graines sont ensuite mises a germeoratitions stériles dans une boite de Pétri en
verre, contenant du papier filtre imbibé d’eauitiést, & I'obscurité a 28°C pendant 3j.

3.2.  Analyse des teneurs en métaux dans les végétaux

Les feuilles et les racines sont lavées respectwe@ I'eau distillée et a 'EDTA (Fluka)
20mM puis rincées a l'eau distillée. Les échantdlsont séchés a 25°C pendant 1 semaine.
Lorsque le poids de I'échantillon est supérieurgalé tissu végétal est broyé dans un broyeur
RETSCH ZM200 de fagon a avoir un échantillon honmegéJne prise d’essai de 0,25 g est
introduite dans un réacteur en téflon dans leqoed ajoutés 8 mL d’'HN@65% (v/v) et 2 mL
d’H.0, 30% (v/v), selon le protocole préconisé par lerficaseur du micro-onde. L’ajout d’eau
oxygénée a pour but de diminuer la formation depewes nitriques et éviter ainsi la
volatilisation du mercure pendant le processus deéralisation. Les échantillons sont

minéralisés dans le four a micro-onde ETHOS (Milee) selon le programme suivant :

R . Temps de Puissance maximale
N° phase Température B o
minéralisation utilisée
1 0°C -180°C 10 min 1000 W
2 180°C 10 min 1000 W
3 Ventilation 20 min 1000 W

Le minéralisat est repris dans de 'EUP et ajustd anl dans une fiole jaugée. Apres
filtration sur membrane de 0,45 um en acétate Helase (Dutscher), la concentration en Cr,

Hg et Pb des minéralisats est déterminée par IC8B-AE
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4. Présentation et description des plans d’expérience

4.1. Etude de la spéciation du Cr et du Pb dans deocasmes
de sol bioaugmentés

Les échantillons de sols utilisés (A et B), sorthgs a température ambiante pendant 1
semaine puis amenés a 20% d’humidité avec de dlissiliée et laissés au repos 24 h. La terre
est ensuite répartie de fagon non stérile en R0 g dans des pots de verre.

0,02 g de cellules libres de chague microorganisuneant, est inoculé par kg de sd.:
subtilis P. aeruginosaP. fluorescensR. metalliduransA. nigerou P. simplicissimumapres
préculture et récolte comme indiqué au paragraphel 2 terre ainsi inoculée est homogénéisée
a l'aide d'une spatule stérile. Les pots sont emsnis a incuber a l'obscurité a 20°C dans une
chambre climatisée. L'humidité des pots est rémrient contrblée par pesée et ajustée avec de
I'eau distillée stérile. Un témoin non bioaugmesgeréalisé pour chaque sol.

Des prélevements de 4 g de sol humide par potsestantués au début de I'expérience
(TO) et toutes les semaines pendant 3 semaineg 21 I,3). Ces prélevements sont utilisés pour
dénombrer les microorganismes totaux et ceux petkmhent producteurs de métabolites
(acides organigues, biosurfactants et sidéroph@ies) que pour I'analyse de spéciation des
métaux selon le protocole de Tessier (1979). LegbHEh sont mesurés en début et en fin

d’expérience ainsi que la teneur en métaux totaux.

Extraction des microorganismes du sol

Les microorganismes sont extraits en agitant 2 galdhumide avec 20 mL de KCI a
9g/L dans des tubes en PP de 50 mL stériles, 200 &pm et a température ambiante.

On procede au dénombrement des microorganismesistoplaques stériles de 96 puits
en PP. Des dilutions de 1@ 10° sont réalisées pour les témoins et dé 40" pour les essais
inoculés. Chaque microplaque contient 180 uL deéemiapproprié et est ensemencée avec 20
uL de chaque dilution : 70a 10° pour les témoins, 10a 10’ pour le dénombrement des
microorganismes produisant des métabolites;* 1 10° pour le dénombrement des
microorganismes hétérotrophes totaux. Les micra@agont incubées 5 j a 28°C et 200 tpm. La
révélation des plaques se fait en comptant le nerdbrpuits positifs par colonne et en reportant
ces résultats dans une feuille Excel permettandéderminer les concentrations microbiennes

selon la méthode du nombre le plus probable (Bs@idreichardt, 1999).
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Dénombrement des microorganismes hétérotrophes taia.

Pour le dénombrement des microorganismes totauxjlieu utilisé est du TSB (tryptic
soy broth) dilué au 1/£8°ajusté & pH 7,0afinexe 3. Aprés incubation & 28°C pendant 5j, les

puits positifs sont ceux ou un trouble apparait.

Dénombrement des microorganismes potentiellement pducteurs de métabolites

Les milieux de culture utilisés pour dénombrerreésroorganismes producteurs d’acides
organiques, de biosurfactants et de sidérophores regpectivement les milieux ST, ME et
CAA.

Pour la détection des microorganismes producteargdes organiques, les puits virant
du rouge au jaune apres incubation et aprés ajut0f) pL d'alizarin red S a 0,1% sont
considérés comme positifs. La détection des puisitifs pour les microorganismes producteurs
de biosurfactants se fait comme décrit au paragr@B. 2. La révélation des puits positifs dans
les microplagques servant au dénombrement des migamwismes producteurs de sidérophores se
fait en ajoutant 100pL de la solution CAS-shuttneentrée deux fois. La lecture est faite
visuellement 2 h aprés I'ajout du réactif ; lestpyositifs sont ceux ayant viré du bleu-violet a
'orange. La lecture des résultats dans les miagques par un spectrophotométre a 630 nm ne

peut étre envisagée du fait du dépot bactérieoa de chaque puits.

4.2.  Optimisation de l'activité des sidérophores

4.2.1.Influence de la source carbonée sur I'activitésidérophores

Les souches testéeB. (aeruginoseet P. fluorescensyont précultivées comme décrit au
paragraphe 2.1. Les tests sont réalisés dans ldesnelyers de 100 mL, bouchés par du coton
cardé, contenant 75 mL de milieu minimum pH 7,Csda@ &nnexe 2.

Le test est réalisé avec des cultures de cellidess| (6,7.10 cellules/mL) inoculées dans
chaque erlen. Différents substrats carbonés : am{Bisher), fructose (Roth), glucose (Roth),
glycérol (Roth), mannitol (Roth), lactose (Rothajtlécremé (Beckton Dickson) et sucrose
(Roth) ont été testés a deux concentrations (0l621g6,7 g/L). Un témoin est réalisé dans les
mémes conditions sans ajout de substrat.

Les erlens sont incubés a 28°C, 200 tpm, et ddévam@ents de 1 mL de milieu sont
effectués quotidiennement pendant 8 j ; sur lesglaetroissance et I'activité des sidérophores
sont analysées. La croissance des cellules estréeed600 nm et I'activité des sidérophores est
mesurée avec le test CAS a 630 nm.
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La production spécifique des sidérophores est E@atomme suit :
Production spécifique = [(DO surnageant a 630 nrh)1&%]/[concentration cellulaire en
cellules/mL]

4.2.2.Influence des substrats et des métaux sur I'aétoess sidérophores

Les tests sont réalisés avBc aeruginosaet P. fluorescensdans 75 mL de milieu
minimum a pH 7,0. Des inoculas de concentratiofféréntes sont testés : une taille d'inoculum
dite faible (TIF) correspondant & 6,7*kllules/mL, et une taille d'inoculum dite éley@dE)
correspondant & 6,7.16ellules/mL.

Les quatre substrats testés : fructose, glycérahnitol et lait écrémé, sont ajoutés a 6,7
g/L dans chaque erlen. Un témoin est réalisé sarstrat carboné.

Pour chaque microorganisme et chaque substrati gires pour le témoin, quatre

modalités sont testées :

* Milieu MM seul ;

* Milieu MM avec Cr (5mg/L), Hg (0,2mg/L) et Pb (13/hy;

* Milieu MM avec Fe (4 mg/L) ;

* Milieu MM avec Cr (5mg/L), Hg (0,2mg/L), Pb (13mg/et Fe (4mg/L).

Les erlens sont incubés a 28°C, 200 tpm, et ddévam@ents de 1 mL de milieu sont
effectués quotidiennement pendant 8 j ; la croissat I'activité des sidérophores sont analysées

comme décrit au paragraphe 4.2.1.

4.2.3.Influence de la co-immobilisation de cellules baettnes et de
substrats sur l'activité des sidérophores.

4.2.3.1. Préparation des inocula immobilisés dans des billete Ca-alginate

Un inoculum calibré issu d’'une pré-culture de 2darégraphe 2.1), est ajouté a 150 mL
d’'une solution stérile d’alginate de sodium a 3D, glans un erlen de 500 mL. La solution est
homogénéisée pendant au moins 30 min. La solutaigicate est ensuite introduite stérilement
goutte a goutte grace a une pompe péristaltiques da erlenmeyer contenant 700 mL de GaCl
stérile, a 30g/L, sous agitation permanente commdigué sur ldigure 2.1 Les billes une fois
formées restent dans la solution de GagZiviron 90 min a 200 tpm pour assurer une bonne
réticulation. Le CalGlest ensuite éliminé et les billes sont lavéegaul'distillée stérile pendant

2h a 200 tpm. Les billes sont utilisées directensentonservées a 4°C au maximum 1 semaine.
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L Billes d’alginate
de calcium
- L
Solution z ;
d’alginate de :\SDQCDO
sodium
Solution de CaG|4H,0O

Figure 2.1: Schéma de fabrication des billes d’alginate deiwa (Jézéquel 2003).

La croissance dans les billes a été déterminéenpaure de la densité optique a 600 nm
aprés dissolution de 10 billes dans 5 mL de triksodcitrate a 50 mM (Prolabo) et par
étalement/dilution sur des boites de LBA aprés radisout les billes. Les ccefficients de
conversion de la densité optique a 600 nm en cdratem cellulaire (UFC/mL) sont reportés

dans lgableau I11.9.

Tableau 11.9 : Ccefficients de conversion entre la concentratetiulaire (UFC/mL
d’alginate) et la densité optique a 600 nm pounté&goorganismes immobilisés dans des billes

de Ca-alginate.

P. aeruginosa P. fluorescens

Concentration cellulaire
(cellules/mL d’alginate)/ 1,70.10 7,09.16
DO(600 nm)

4.2.3.2. Etude de I'immobilisation du glucose

L’immobilisation d’'un sucre simple dans des bilialginate de calcium est testée. Une
solution de glucose a 200 g/L est ajoutée stéritwraeune solution d’alginate de sodium a 60
g/L dans une proportion 1:1, de facon a avoir diésshde Ca-alginate a 30 g/L avec 100 g/L de
glucose.

Des prélevements de 1 mL sont effectués dans lgiGolde CaCGla 30 g/L au moment
de la formation des billes, en début et en fin dgmérisation, c’'est a dire au bout de 90 min.
De la méme fagcon des prélévements ont été effedarts|’eau de rincage de billes en début de

lavage et au bout de 2 h, en fin de lavage. Laemnation en glucose des difféerents échantillons
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prélevés est analysée a l'aide d’'un kit D-glucoBeefiringer Mannheim) pour évaluer un

éventuel relargage du glucose des billes.

4.2.3.3. Cinétique d’adsorption de métaux sur les billes d€a-alginate.

Des billes d’alginate de calcium sont préparéesnterdécrit au paragraphe 4.2.3.1 sans
inoculum (billes seules, BS), avec un inoculum Rlefluorescensde 1,0.10 cellules/mL
d’alginate (cellules immobilisées et faible taitlinoculum, ClI TF) et avec un inoculum de
1,0.10 cellules/mL dalginate (cellules immobilisées atlle élevée d'inoculum, CI TE). Des
cellules libres (CL) dé. fluorescen®nt également été testées pour leur capacité atjgiitsn a
une concentration de 6,7 1€ellules/mL de milieu.

Les cellules libres et les billes d’alginates (38git introduites dans des erlens contenant
400 mL d’EUP, dans lesquels les solutions métadkgsont ajoutées aux concentrations
suivantes : Cr:5mg/L ; Fe : 4 mg/L ; Hg : 0,2/mgt Pb : 13 mg/L. L’adsorption d’un mélange
de Cr, Hg et Pb est testée avec et sans Fe, a@siagisorption du Fe seul.

Les erlens sont incubés a 28°C a 200 tpm et désvpréents de 4 mL sont effectués aux
temps suivants : 0, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180, 300, 360 et 500 minutes.

Les échantillons sont filtrés sur une membrane ,d6 Am puis dosés par ICP-AES. Le
temps d’équilibre est déterminé ainsi que le pauamge maximal d’'adsorption de métal a
I'équilibre (quantité de métal adsorbé/ quantiténtetal initiale dans le milieu). La capacité de
fixation spécifique (ge) est calculée selon latretade Volesky (1990) :

ge=[V. (G-Ce]/M

ge : quantité de métal fixé par gramme d’adsorfragiq)

V : volume de la solution (L)

Co . concentration initiale du métal (mg/L)

C.: concentration du métal a I'équilibre (mg/L)

M : masse de I'adsorbant (g)

4.2.3.4. Influence de la co-immobilisation sur I'activité des sidérophores.
Les tests sont réalisés awecaeruginosat P. fluorescenslans le milieu minimum a pH
7,0. Les inocula sont introduits dans des erlenmsegentenant 75 mL de milieu minimum, soit
sous forme libre (CL) soit sous forme immobilisensl des billes d’alginate de calcium (Cl).
L’ajout du lait écrémé est également testé soitsdien milieu avec cellules libres a une
concentration de 6,7 g/L (CL lec) soit en I'ajoutdans les billes a une concentration de 100 g/L

d’alginate (ClI lec), les quantités introduites ét@guivalentes au final. Deux tailles d’'inoculum
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sont testées : une taille d’'inoculum dite faibléRjTde 6,7.16 cellules/mL pour CL, soit 1,0.%0
cellules/mL d'alginate pour ClI, et une taille d’mwum dite élevée (TIE) de 6,7.16ellules/mL
pour CL, soit 1,0.10cellules/mL d’alginate pour Cl. Sachant que 5 difles sont introduits par
erlenmeyer, les quantités d’'inoculum libre et imiis®é sont identiques.

Pour chaque microorganisme quatre modalités setéds :

* Milieu MM seul ;

e Milieu MM avec Cr (5mg/L), Hg (0,2mg/L) et Pb (13/hy;

* Milieu MM avec Fe (4 mg/L) ;

* Milieu MM avec Cr (5mg/L), Hg (0,2mg/L), Pb (13mg/et Fe(4mg/L).

Une fois inoculés, les milieux sont incubés a 28¢Q00 tpm. Des prélévements de 1 mL
de milieu sont effectués quotidiennement pendgnteBcroissance microbienne et I'activité des
sidérophores sont analysées. La croissance dandilles est mesurée comme décrit au
paragraphe 4.2.3.1. Pour les milieux avec laitrééralu fait de I'opacité du milieu, la croissance
bactérienne n’est pas mesurée par spectroscopi pagaiétalement/dilution sur des boites de
LBA.

4.3. Etude de la survie des microorganismes inoculés kasol
4.3.1.Transformation des bactéries

Le marquage des souchPBs aeruginosa, P. fluorescens et R. metalliduransc le
plasmide pPROBE-GT Kan portant un géne codant [goGiFP (green fluorescent protein) et un
géne de résistance a la rifampicine a été réalis&@njugaison tri-parentale avec les souches
suivantes :

> Souche donneuséE.coli pPPROBE-GT Kan, Gh{25 mg/L) (Miller et al.2000) ;

> Souche helperE. coli K12 HB101 pRK2013, K25 mg/L) (DSM 5599).

Toutes les souches sont cultivées 48h a 28°C danmilieu LB avec 25 mg/L de
rifampicine (Rif) pour la souche receveuse de fagosélectionner des mutants résistants, 25
mg/L de kanamycine (Km) pour la souche « helper 25emg/L de gentamycine (Gm) pour la
souche donneuse.

Le protocole de transformation consiste a préaeitigs souches dans du milieu LB sans
antibiotiques, 12 h a 28°C et 200 tpm. 250uL dectdsires sont repiqués dans du LB pour le
« helper » et le donneur, et dans un milieu paperg la souche receveuse (CAA ou MM). Les
suspensions sont incubées environ 8h a 28°C et@fQusqu’a obtenir une DO de 0,5 a 600
nm. 2 mL de chaque suspension sont centrifugé®@@pendant 10 min. Les surnageants sont

éliminés et les culots sont lavés et repris avér |0 de KCl a 9g/L. Le témoin de I'expérience
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consiste a mélanger 50 puL de la suspension du doreie50 puL de celle du receveur. Les
mémes proportions sont utilisées pour la transfaonales souches en ajoutant 50 pL de helper
au mélange. Des depbts de 25 pL du mélange soasé&pgur une boite de LBA mise ensuite a
sécher pour assurer un bon contact entre les €gllues boites sont incubées 24h a 28°C et les
dépobts sont ensuite repris dans du KCI a 9g/L. diespensions obtenues sont étalées sur des
boites de LBA contenant 50 mg/L de Gm et 50 mg/IRife Chaque souche utilisée est étalée
individuellement sur boite avec antibiotiques pmérifier qu’il n'y ait pas de résistance
spontanée. Les boites sont ensuite incubées 48ACGa Res propriétés métaboliques de chaque
transformant, leur fluorescence et la stabilitgpismide sont ensuite vérifiées. Le rendement de
transformation est calculé en déterminant le nordereellules transformées rapporté au nombre

de cellules initialement présentes.

Contr6le des souches transformées

Les parameétres de croissance des souches trans®ioét déterminés sur milieu LB
ainsi que leur capacité a produire des acides arges, des biosurfactants ou des sidérophores,
selon la souche.

La stabilit¢ du plasmide est vérifiée par comptalgs cellules fluorescentes au
microscope a épifluorescence NIKON Eclipse E600csllule de Neubauer. Un inoculum (1%
v/v) de chaque souche est repiqué dans un tubdlidel B et incubé 24 h a 28°C et 200 tpm.
L’opération est répétée 10 fois successivemenndrebre de cellules fluorescentes est exprimé
en pourcentage du nombre de cellules totales. éldeas fluorescentes sont dénombrées avant

chaque repiquage.

4.3.2.Test de survie des microorganismes inoculés dasd le

Les inoculas bactériens d& aeruginosa(Pa),P. fluorescenqPf) et R. metallidurans
(Rm) marquées a la GFP sont préparés comme ex@igparagraphe 2.1. Quatre formulations
de l'inoculum sont utilisées (paragraphe 4.2.3.4) :

> cellules libres (CL) ;

> cellules immobilisées dans des billes d’alginatealeium a 3% (CI) ;
> cellules libres avec du lait écrémé (CL lec) ;
> cellules immobilisées avec du lait écrémé (Cl lec).

Pour les CL, 6,7.18 cellules sont inoculées par kg de sol (soit emvi@®2 g cellules/kg
de sol) et pour les Cl, 50 g de billes & 1,8.&6llules/ml d'alginate (ou environ 0,4 g de
cellules/kg d’alginate) sont inoculées par kg de ke lait écrémé est ajouté sous forme libre

avec les cellules libres a raison de 6,7 g/kg deosaco-immobilisé avec les cellules dans les
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billes pour une concentration de 100g/l dalgingt@ir paragraphe 4.2.3.4). Le témoin
correspond au sol non inoculé, mais ayant subi@dmentraitement que les sols inoculés (avec ou
sans lait écrémé, avec ou sans billes d’alginateimaculées).

Le sol utilisé est le sol B aprés ajustement a 209amidité avec de I'eau distillée 24 h
avant I'expérience. L’humidité des pots est codedliégulierement par pesée et est ajustée avec
de I'eau distillée. Les pots sont placés a I'ob$éur 20°C.

Les prélevements ont été effectués a : 0, 3, B,jetirs, puis a 2, 3, 5, et 8 semaines. A
chaque prélevement, 2 g de sol servent au dénorebtedes cellules fluorescentes et de la
microflore totale ; 2 g sont séchés a 25°C et sdraax analyses de spéciation des métaux. Le
pH et Eh sont déterminés en début et fin d’expéadmoir paragraphe 1.2.1 et 1.2.2).

Le dénombrement des bactéries marquées a la GFRea®é apres extraction des
microorganismes dans de I'hexamétaphosphate (1,6pk/7,0) selon la méthode de Pochon et
Tardieux (1957). Aprés agitation, les tubes sonitrdegés 5 min a 50 et les bactéries
présentes dans le surnageant sont observées duleselle Neubauer au microscope a
épifluorescence.

Le dénombrement des microorganismes hétérotromagxt suit le protocole décrit au

paragraphe 4.1.

4.4. Etude de la phytoextraction couplée a la bioaugatiemt
4.4.1.Tests sur milieu sable/perlite stérilisé

Le test est réalisé avec des pots contenant de siebhjuartz d’Alsace et de la perlite
stérilisés (voir paragraphe ci-dessous), inoculésx ales cellules libres de. aeruginosaP.
fluorescens ou R. metallidurans L’humidité des pots est fixée a 20% avec une tewlude
Hoagland concentrée 5 fois (annexe 2). La moiti plats est contaminée par des métaux de
facon a obtenir une concentration finale de 13 m@ll/kg de support de culture, 5 mg de Cr/kg
et 0,2 mg de Hg/kg et laissés au repos 24h. Lesooriganismes sont cultivés et récoltés comme
décrit au paragraphe 2.1 puis le culot est re@isdiu milieu Hoagland. Les microorganismes
sont inoculés et mélangés dans chaque pot avecspetele stérile de fagon a avoir une
concentration finale de 6,7.16ellules/g de substrat. Un méme volume de milieadtind est
ajouté aux pots non inoculés (témoins). Puis, 2hgsade mais stérilisées et prégermées (voir
paragraphe 3.1) sont semées par pot et les potsirsmbés 3 semaines dans une logette
climatisée a 20°C avec une photopériode de 16H8bumuit. La teneur en eau des pots est
controlée et ajustée avec la solution de Hoaglamtentrée 5 fois. Aprés 1 semaine de

croissance, une des deux plantules est retirée.
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Au bout de 3 semaines de culture, les végétaux rsmaites. La biomasse foliaire et
végétale est mesurée et les teneurs en métauxlemrisuilles et les racines sont analysées
comme décrit au paragraphe 3.2. Le pH est congrdléebut et fin d’expérience ;

Différents parametres sont calculés :

e FT: facteur de translocation = [concentration axtahdans les feuilles (mg/kg MS)/
concentration en métal dans les racines (mg/kg MS)]

 FB: facteur de bioaccumulation= [concentrationneétal dans les feuilles ou les
racines (mg/kg MS)/ concentration en métal darsolémg/kg MS)]

* V. vitesse de phytoextraction = [quantité de métdltaite par les feuilles ou les
racines (ug))/ durée du traitement (j)

Préparation des pots sable/perlite

Le prétraitement du sable est basé sur une méthadeau point par le CRITT RITTMO
(Recherche Innovation et Transfert de Technologiar pes Matiéres fertilisantes Organiques,
Nambsheim, 68). Le sable est séché 12 h a 75 °@& dede tamiser a 2 mm puis il est lavé dans
deux bains successifs de 2,5 L d’une solution a&i@8% (v/v) d’acide chlorhydrique (35%) et
de 1% (v/v) d’acide oxalique en brassant vigourees#, pendant 20 min. Apres avoir évacué la
solution acide, le sable est immergé dans de Kistillée puis tamisé (taille de maille <50 um),
chaque poignée étant rincée avec de I'eau distibéetotal, 8 rincages a l'eau distillée sont
nécessaires. Le pH est contrélé et est ajusté paB,bains successifs de NaOH 10 g/L suivis de
rincages dans de 'eau distillée. Le sable estitnsaché 5 j a 75°C et stérilise.

La perlite est rincée trois fois a I'eau distili@eur éliminer les impuretés et séchée de la
méme facon que le sable. Des pots de verre somliseavec 600 g d’'un mélange sable/perlite

2:1 (viv) stérilisé a 120°C pendant 20 min apréasrasontrélé le pH de I'ensemble.

4.4.2.Tests en pot de terre non stérile

Une cinétique de phytoextraction sur 11 semaindslaord été réalisée sur des pots de
terre de 1,5 kg non inoculés, humidifiés a 20% cend@crit précédemment. Deux graines de
malis stérilisée et pré-germées sont plantées deatgie pot et une plantule est écartée au bout
d’'une semaine de culture Les pots sont incubés°@ 2ans une logette climatisée avec une
photopériode de 16h jour/8h nuit. A chaque tempgrdvement (au bout de 3j puis 1, 2, 3,5, 8
et 11 semaines de culture), les teneurs en mé@uH@, Pb) sont analysées dans les feuilles et

les racines du mais de fagon a pouvoir suivre iguéinent I'accumulation des métaux.
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Dans un deuxieme temps, un test de phytoextractomplé a la bioaugmentation a été
effectué. Le protocole suit celui du paragraphe24a3la différence que le test se fait en pots de
terre de 1,5 kg ajusté a 20% d’humidité et que dpaines de mais sont semées par pot. Les
pots sont incubés a 20°C dans une logette clineatiséc une photopériode de 16h jour/8h nuit.
Au bout d’'une semaine, une des deux plantes estaet'humidité des pots est régulierement
controlée et ajustée avec de I'eau distillée stéril

Les analyses effectuées a chaque temps de prélevesoet les mémes que celles
décrites dans le paragraphe 4.3.3. En fin d’expgntation, les teneurs en métaux et la biomasse
des plantes sont analysées. Le nombre de micrasmges rhizosphériques est déterminé en
agitant les racines 30 min dans 25 mL de tamposgitate PBSahnexe 3 et en comptant les
microorganismes synthétisant la GFP par microscdgpifluorescence. Le pH et Eh du substrat
sont contrdlés au début et a la fin de I'expérieleenéme que la teneur en métaux totaux du

sol.

4.5.  Analyses statistiques des resultats
La totalité des tests et des analyses décrits ldansaragraphes ci-dessus sont réalisés en
triplicats. Les données sont traitées avec le legiSTATBOX version 5.0 (GRIMMER
Logiciels, 2001). Les tests réalisés sont :

o lanalyse de variance (ANOVA) a partir d’'un dispgdsinultifactoriel en randomisation
qui permet une comparaison de moyennes selontleléeslewman-keuls au seuil de 5%. Les
groupes homogénes sont représentés sur les figardss lettres a,b,c.;.

o le coefficient de corrélation de Pearson. La distiobn des nuages de points pour

chaque corrélation a été vérifiee sur un graphique.
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1. Caractéristiques des sols d’etude et du mateébdpique

1.1.  Description du site d’étude
1.1.1. Teneurs totales en métaux

Les teneurs en métaux des échantillons prélevés $eltransect de la parcelle agricole
étudiée sont présentées sufigmre 3.1. En plus des échantillons de sel(fres de la Thur) &S
(prés du canal usinier), des prélevements de sétinuat été réalisés en bordure (Jeet au
milieu du canal usinier (Sggl

Les points les plus contaminés correspondent angszdont I'altitude est la plus basse
(figure 3.2), c’est a dire ou les eaux ont résidé le plustemgs lors des inondations successives
de la parcelle par les eaux du canal usinier latppu. Ces eaux issues d'effluents industriels
contenaient des éléments minéraux valorisableggau#ture, d’ou I'inondation volontaire des
parcelles pendant de trés nombreuses années, ga&nént des teneurs élevées en métaux.
Dans les échantillons, les teneurs les plus éleeée€d, Cu, Hg, Ni et Zn sont celles du
sédiment prélevé en bord de canal €3edde mercure , métal connu pour avoir une forfeniaé
pour les sédiments (Park et Curtis 1997), s’ediquéierement accumulé au point SedB. Les
teneurs en Pb et en Cr sont également maximaladgptélévement §point le plus proche du
canal usinier). Ce sol correspond au sol B dassite de I'étude.

Le sol A choisi pour cette étude provient d’'uneragiarcelle de la méme exploitation, et
est comparable au sol Bableau 1.1, p87), excepté une moindre teneur en métsaixigau
N.1).

Tableau Ill. 1 : Teneurs moyennes en métaux des sols A etéBdrt-types). Les valeurs
en gras sont celles dépassant la limite fixée parété du 8 janvier 1998 avant épandage de

boues de station d’épuration.

Teneurs en métaux , Valeurs limites,
Teneurs en métaux dans

Elément dans le sol A (mg/kg | arrété du 08/01/1998
sol sec) e (mg/kg sol sec)
Cd 0,60 £0,02) 1,07 ¢0,03) 2
Cr 160,46(+ 3,01) 487,88(x 35,15) 150
Cu 51,49+ 0,37) 150,08(+ 6,29) 100
Fe 23192,0141152,41) 36390,87 £ 2062,98) *
Hg 0,80+ 0,11) 14,89(+ 0,07) 1
Mn 983,44 £9,14) 1522,32 £ 84,61) *
Ni 52,36(x 1,48) 55,09(x 3,54) 50
Pb 103,64(+ 0,97) 381,69(+ 15,25) 100
Zn 164,43 £ 3,04) 350,26(x 27,72) 300

*: pas de valeur limite.
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Les valeurs des concentrations en métaux obtermede sol A sont inférieures a celles
données par l'arrété du 08/01/1998, excepté pouCrlele Ni et le Pb pour lesquels les
concentrations excedent légéerement celles de téark&s teneurs en Cu, Ni et Zn du sol B sont
respectivement 1,5; 1,1 et 1,2 fois supérieures \aleurs de l'arrété alors que les valeurs
obtenues pour le Cr, le Hg et le Pb B sont 3, 18 &is supérieures aux valeurs de l'arrété
respectivement. Ces trois métaux sont ceux quétEntetenus pour la suite de cette étude.

Malgré des teneurs élevées en métaux pour le stkemsilage issu de cette parcelle
contient peu de meétaux et les concentrations denfait produit sur I'exploitation sont
inférieures au seuil de détection, ce qui indiquél qp’y a pas a ce jour de transfert dans la
chaine alimentairedbleau 111.2). Concernant I'analyse de I'ensilage, le mélangg ¥tgétaux
de plusieurs parcelles et la lixiviation des métaagumulés dans le mais, lors du processus de
fermentation acide, peut expliquer les teneurs fdildes que celles mesurées dans la plante
entiere. En effet, les concentrations en Pb obtepoar les feuilles de mais au stade 6-8 feuilles
et au stade récolte sont respectivement 31 eti@&fipérieures aux normes en vigueur pour les
céréales.

Tableau IIl.2 : Teneurs moyennes en métaux gcart-types) dans le lait (mg/L),
I'ensilage de I'exploitation (mg/kg MS) et le maécolté au stade 6-8 feuilles ou au stade récolte
(mg/kg MS).

Echantillons Metaux cr Hg Pb

Lait (mg/L) <Id <Id <Id
Ensilage (mg/kg de MS) 2,42 ¢ 0,29) 0,00£ 0,07) 0,19£0,11)
Fe”ic'('fusmgi ?r‘na;kzuwf;‘de 68 1826073 <Id 6,31 ¢ 1,51)
Rac;g‘jf”g: (Tnag"ﬁ(g‘fwsst‘;‘de 68  455&1452)  0,74%0,20) 28,434 3,73)
Feuillfjuﬂﬁegnfr:lsgz(ugsl\;ag)e récolte 0,44 ¢ 0,06) <Id 5,49 @ 1,25)
Racines czr?]g/lséswlag)stade récolte 31,62 & 5,99) 0,324 0,29) 20,00% 2,82)
Norme pou;/ll;s(cl?réales (mg/kc 0,02 ¢ 0,03) 0,20 ¢ 0,03)

<Id : inférieur a la limite de détection.
(1) Reglement (CE) N°466/2001 fixant les teneurs makémaour certains contaminants dans les denrées

alimentaires destinées a I'alimentation humaine.
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1.1.2. Extraction séquentielle du chrome et du plomb

La distribution du Pb dans les sols A et B avem&hode de Tessier (1979) donne des
résultats assez similairefiglre 3.3) : la majeure partie du métal est soit fixée avydes
métalliques dans F3 (environ 35%), soit retenuesdarfraction résiduelle F5 (environ 40%).
Moins de 1% du Pb est sous forme échangeable (Fhpias de 10% sont liés aux carbonates
(F2). Globalement ce schéma montre que le Pb estligponible dans les deux sols, la fraction
disponible des métaux étant au maximum celle comtetans les fractions F1 et F2 (Adriano
1986; Yu et Wu 1997). Lindsay reportait en 1979 Haetivité du Pb dans les sols agricoles
était trés faible : 1.189° M soit 0,5 pug/kg de sol.
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Figure 3.3: Répartition (en %) des teneurs en Cr et en IPB ts différentes fractions pour
les sols A et B. (F1 : fraction échangeable ; F2ction liée aux carbonates ; F3 : fraction liée
aux oxydes de Fe et Mn ; F4 : fraction liée a ldiéna organique ; F5 : fraction résiduelle).

La distribution du Cr varie selon le type de satuPle sol A, 70 % du Cr est lié a la
fraction résiduelle alors que cette fraction nedéspnte que 31 % du Cr total pour le sol B. Dans
le sol B, le Cr est principalement réparti entréréaction résiduelle, la fraction liée a la matiere
organique (35%) et la fraction liée aux oxydes fligtees (32%).

Les analyses montrent que moins de 0,2% du Crdetateux sols A et B est sous forme
hexavalentet@bleau [11.3) ; la plus grande partie étant sous forme triv@lemoins mobile.
Cela peut expliquer que moins de 2% du Cr totdllsoaux fractions F1 et F2 pour les deux sols

qui représentent les fractions ou les métaux sotenpiellement les plus mobiles.

" Voir glossaire
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Tableau 111.3 : Teneurs moyennes en Cr\#ldcart-types) dans les sols A et B.

Sol
Teneurs en CrVI Soa el
Moyenne (mg/kg sol sec) 0,2#0(05) 0,95 ¢0,10)
% du Cr total 0,14 % 0,19 %

La forte proportion de Crlll dans les deux solstpgaxpliquer par la nature chimique
des contaminants ayant été épandades eaux du canal usinier, ou peut étre due apxrietés
des engrais appliqués au sol (Al-Shawi et Dahl 1988 teneur en matiére organique du sol
étant relativement élevée par rapport aux valeergéiérence pour les sols agricoles (voir
annexe ), cela a pu contribuer a la réduction des formee€d/1 en Crlll (Bankset al. 2006) et

peut expliquer la prédominance des formes trivakestir les formes hexavalentes.

1.1.3. Extraction séquentielle du mercure

L’étude de la distribution du Hg dans les deux softé réalisée par la méthode de Giulio
et Ryan (1987). Les fractions métalliques du sebBt représentées surfigure 3.4. Pour le sol
A, étant donné que la teneur totale en Hg — 10ifdésieure a celle du sol B — est déja proche de
la limite de détection de 10 pg/L, soit 0,5 mg/legsbl sec, obtenue en ICP-AES pour le mercure
(Han et al. 2006), la détermination des teneurs en Hg danfdetons du sol A se révele étre
peu précise et n'est donc pas présentée.

100% -
n
D5 90% - 20,0%
22 0
S 3 80% - OF5
(2] 0f -
22 0% aE4
= 60% -
58 ° BF3 FF
0o & 50% 59,4%
20 OF3FH
22 40%
SS  30%- F2 (12%) || BF2
3 aom BF1
10% -
0%

Sol B

Figure 3.4: Répartition (en %) des teneurs en Hg dans fé&relintes fractions pour le sol B.
(F1 : fraction soluble dans 'eau ; F2 : fractiach@ngeable ; F3 : liée aux acides humiques (F3

FH) ou fulviques (F3 FF); F4 : liee a la matiergamrique ; F5 : fraction résiduelle).
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Les résultats de la figure 3.4. indiquent que lecm® est principalement lié a la fraction
F4 c’est a dire a la matiére organique et aux ca@pgoufrés, ce qui est confirmé par la plupart
des études sur la spéciation du mercure (Hintelnearad. 1995; Wallschlageet al. 1998). Le
pourcentage de matiere organique représente enlefi@cteur majeur régissant la mobilité du
mercure (Yinet al. 1996).

Les fractions bioaccessibles sont potentiellemesiles correspondant aux fractions
solubles (F1) et échangeables (F2) (Wallschlageal. 1998; Wang 2004). Les teneurs en
mercure dans les fractions bioaccessibles F1 eepiZsentent moins de 2% du mercure total
c’est a dire respectivement 0,07 et 0,17 mg/kgofisex. Ces teneurs étant inférieures a la limite
de détection de I'appareil ICP-AES utilisé pour ksalyses de cette étude, les teneurs en
mercure bioaccessible du sol ne pourront pas éterrdinées. Par conséquent, seules les

analyses de mercure dans les végétaux seroniéesalis

1.1.4. Teneurs des fractions dites bioaccessibles.

Les teneurs en meétaux dans les fractions F1 eet2rdinées par la méthode de Tessier
et al. (1979), excepté pour le mercure, sont reportées kdableau Il1.4. Les valeurs obtenues
pour le sol B sont généralement supérieures ascallesol A.

Tableau 1ll.4 : Teneurs en métaux (mg/kg sol sec) dans les dratrl et F2 des sols A
et B, extraites selon la méthode de Tessier €0al9), excepté pour F1 et F2 de Hg extraites

selon la méthode de Giulio et Ryan (1987).

Eléments F1 Sol A F2 Sol A F1 Sol B F2SolB  Somme F1+F2
. (mg/kg sol (mg/kg sol (mg/kg sol (mg/kg sol pour sol B

SEIEES sec) sec) sec) sec) (mg/kg sol sec)

Al 0,16 16,62 0,00 12,96

As 0,12 0,12 0,39 0,39

Cd 0,16 0,80 0,39 0,85

Co 0,12 0,48 0,00 0,31

Cr 0,08 0,76 0,47 4,27 4,74

Cu 0,32 0,00 0,54 1,79

Fe 0,89 5,87 0,39 3,88 4,27

Hg 0,00 0,04 0,07 0,17 0,24

K 86,86 57,61 205,46 83,05

Mn 7,08 24,66 36,17 24,37

Na 0,20 0,28 1,40 0,85

Pb 0,48 1,89 1,55 11,25 12,80

Si 10,74 46,91 16,92 30,12

Zn 0,16 1,89 8,15 8,07
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Dans la suite de I'étude, le choix des teneurs étauox utilisées pour les tests de
production de sidérophores en milieu liquide sjasté sur la somme des métaux des fractions
F1 et F2 du sol B, qui représentent la fractiorepti¢llement bioaccessible, soit : 5 mg de Cr/kg
de sol sec, 0,2 mg de Hg/kg de sol sec , 13 mgdayfle sol sec et 4 mg de Fe/kg de sol sec.

1.1.5.Capacité au champ

La capacité moyenne calculée est de 44% pour |& sl 42% pour le sol B. Le taux
d’humidité de 20% choisi pour les deux sols, danges les expérimentations, correspond a 45%
environ de la capacité au champ. Le séchage dulesdlamisage peuvent avoir modifié

artificiellement cette capacité de rétention.

1.2.  Caractéristigues des microorganismes

1.2.1. Croissance microbienne

Les caractéristigues de croissance des bacténesassemblées danstébleau Il1.5.

Tableau 1lI.5 : Biomasse maximale et taux de croissance de®iestcultivées 48 h

dans le milieu LB.

B. subtilis P. aeruginosa P.fluorescens R. metallidurans

Biomasse maximale 1,09.18 6.77.16 3.60.10 1.15.18°
(cellules/mL)
Taux de croissance 0.17 0.22 0.22 0.20

(h™)

Les caractéristiques de croissance des deux chaomgd. nigeret P. simplicissimum

sont données danstkbleau I1.6.

Tableau 111.6 : Biomasse maximale et taux de croissance despifgaons cultives 5 |

dans le milieu ME.

A. niger P. simplicissimum
Biomasse
(cellules/mL) 24,37 38,11
Taux de 0.05 0.04

croissance | (H
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1.2.2. Production de métabolites

Les résultats de production de métabolites padifésrentes souches sont donnés dans le
tableau III.7.

Tableau I11.7 : Métabolites produits par les différents micraomigmes étudiés.

Acides organiques  Biosurfactants Siderophores

(DO 630 nm)
A. niger + nd nd
B. subtilis nd + nd
P. aeruginosa nd + 0,970
P. fluorescens nd nd 0,868
P. simplicissimum + nd nd
R. metallidurans nd nd 0,320

nd : métabolites non détectés.

Les résultats négatifs de ce tableau ne signiffsag que les microorganismes ne
produisent pas les métabolites attendus (par exelepl sidérophores pour les champignons)
mais que ceux-ci ne sont pas détectés par les dexthdilisées pour cette étude.

Seuls les deux champignons produisent suffisamudianitdes organiques pour que le pH
du milieu ST (sucrose trytpone), utilisé pour stienda production d’acides organiques (voir
matériel et méthodes), diminue en deca de la zenérdge de I'alizarine red S qui est de 5,2.

1.2.3. Test semi-quantitatif de résistance aux métaux

Les résultats du test de résistance semi-quahtiatimilieu a I'extrait de terre gélosé
sont présentés dansthibleau 111.8. Les microorganismes les plus résistants aux métaudiés
(Cr, Hg, Pb) sont la bactériR. metalliduranset les deux champignon&. niger et P.
simplicissimumR. metalliduranspossede en effet deux mégaplasmides qui lui cemntferne
résistance a divers métaux tels que £r®igd™", Ni**, P et Zrf* (Mergeayet al. 1985), et les
champignons ont eux une capacité de biosorptionmgaux sur leurs parois, qui les protege
d’une toxicité métallique (Tobiet al. 1994).

Tous les microorganismes sont résistants aux ctnaciems en métaux totaux du sol B
(notéesx1), ce qui est largement suffisant pour cette étsdehant que seule une faible
proportion de métaux est disponible (voir parageapii.4, p118). Les résultats montrent que le
mélange de différents meétaux accroit leur toxipé@ comparaison aux métaux seuébleaux
.8 et 1.9 ).
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Tableau II1.8 : Test semi-quantitatif de résistance aux métaex wohicroorganismes

cultivés sur milieu gélosé a 'extrait de terreégov j d'incubation a 28°C.

Mélange de métaux

s Cr, Hg, Pb Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn
e esmea™™ < 5 a0 a6 o
B. subtilis +++ + - +++ . ]
P. aeruginosa +++ ++ - +++ + -
P. fluorescens +++ ++ - +4+ + .
R. metallidurans +++ +++ ++ +++ +++ ++
A. niger +++ +++ ++ +++ ++ +
P. simplicissimum +++ +++ + +++ ++ +

-: pas de croissance ; +++, ++, + : résistancenaébaux.

1.2.4. Test quantitatif de résistance aux métaux

La détermination de la concentration minimale iithike (CMI) en Cr, Pb et Hg était
nécessaire pour I'étude de la production des sidénes par le®seudomonasn présence de
métaux. Les résultats présentés ci-desswalsegu 111.9) montrent que les bactéries résistent a
des concentrations en métaux supérieures a celleamngéeté utilisées par la suite lors des tests
en milieu liquide (Cr: 5 mg/L; Hg: 0,2 mg/L ; P3 mg/L). GlobalemenP. aeruginosa

résiste mieux aux métaux en milieu liquide Gudluorescens

Tableau 111.9 : CMI (en mg/L) pour Cr, Pb et Hg et le mélangent&aux.

Cr (mg/L) (ml_;%_) Pb (mg/L) Mélange de métaux (mg/L)
P. aeruginosa >145 15 >145 Cr:25;Hg:1,0;Pb:64
P. fluorescens 145 5 145 Cr:13;Hg:0,5;Pb:33

1.2.5.Transformation des microorganismes et stabilitldamide

Trois microorganismes ont été transformés avedasnpde pPROBE-GT Kan portant le
gene codant pour la GFP (green fluorescent prot@miler et al. 2000). Le rendement de
transformation est de 1,3@ourP. aeruginosa2,4.10* pourP. fluorescengt 1,5.1F pourR.
metallidurans Ces microorganismes nous permettront dans la dait'étude d’évaludn situla

survie et la colonisation des microorganismes itéscdans le sol.
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Les résultats des tests effectués sur les souabeages et celles marquées a la GFP sont
résumés dans leableau Il1.10. L'analyse statistique de ces résultats (analysevatiance)
montre qu'il n’existe pas de différences signifieas entre le phénotype des souches sauvages et
des souches marqueées.
Tableau I111.10 : Valeurs moyennes des taux de croissance et adivité des

sidérophores produits par des souches sauvagexguées a la GFP.

Activité des

Taux de croissance (H) sidérophores

(DO 630 nm)
P. aeruginosa 0,198(b) 1,023(a’)
P. aeruginosa GFP 0,194(b) 0,983(a)
P. fluorescens 0,180(c) 0,890(b")
P. fluorescens GFP 0,170(c) 0,903(b")
R. metallidurans 0,219(a) 0,356(c)
R. metallidurans GFP 0,221(a) 0,387(c)

Les tests de stabilité montrent par ailleurs qaut de 10 repiquages successifs apres
24 h de culture dans du milieu LB, 100% des cedludénombrées sur cellule de Neubauer
possedent toujours le plasmide pPROBE-GT Kan. €gsltats confirment ceux de Hallman
al. (2001) dont I'étude démontrait la stabilité d’wenstruction proche de la notre utilisée pour
transformerRhizobium etli inoculé dans un milieu nutritif riche et dansrkazosphére .
thaliana

Le temps de génération des microorganismes éetastgiéve dans le sol (Harris et Paul
1994) que dans un milieu riche tel que le miliey t8la laisse supposer que ce plasmide a faible
nombre de copies ne sera pas perdu durant la deséexpériences, c’'est a dire au maximum 8

semaines.
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2. Etude de la spéciation du Cr et du Pb en microcegiaesol

apres bioaugmentation.

Les sols A et B ont été inoculés a chaque fois duwet des six microorganismes
producteurs de meétabolites, sélectionnés précédampmur leur résistance aux meétaux :
Aspergillus nigeret Penicillium simplicissimumpour la production d’acides organiques ;
Bacillus subtilispour la production de biosurfactantPseudomonas aerugingdadseudomonas
fluorescenset Ralstonia metallidurangour la production de sidérophores. La souchd”de
aeruginosaproduit également des biosurfactants. L'objeatifcgtte étude est d’évaluer le degré
d’extractabilité du Cr et du Pb du sol au cours témps, en fonction des différents

microorganismes inoculés.

2.1. Analyses du pH et du potentiel redox (Eh)

Les mesures effectuées au cours des trois sendiegsrimentation montrent que le pH
du sol B (6,21) est en moyenne inférieur a celusaluA (6,94).

L’analyse de variance montre que le pH du sol Anaergfe significativement en fonction
du temps, de TO (début de I'expérience) a T3 (&r'expérience au bout de 3 semaines), quel
gue soit I'inoculum tableau 111.11). Pour le sol B aucune variation significativest'ebservée
entre le début et la fin de I'expériencgette augmentation est en moyenne de 0,3 powl & s
entre TO et T3. Elle pourrait s’expliquer par ums@ption de Hsur les parois microbiennes se
traduisant par un appauvrissement de la solutiosotiean protons et donc de I'acidité réelle.

Tableau 111.11 : Valeurs moyennes du pil en fonction du type de microorganisme
inoculé, entre TO (début de I'expérience) et T8 (fe I'expérience). Les lettres représentent les

groupes homogénes déterminés d’aprés 'ANOVA.

Valeurs moyennes de pH Sol A Sol B
Témoina TO 6,78d) 6,29(a’b’)
Témoina T3 7,2Qab) 6,48(a")
A. nigera T3 7,263a) 6,53(a’)

B. subtilisa T3 6,87(c) 6,07(b")

P. aeruginosa T3 7,14(ab) 6,39(a’)
P. fluorescena T3 7,15(ab) 6,35(a’)
P. simplicissimuna T3 7,09(bc) 6,40(a’)
R. metalliduransa T3 6,99(c) 6,31(a’b’)
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En fin d’expérience, pour les deux sols, le pHeavec le facteur inoculation : le pH le
plus élevé est celui du sol inoculé avecnigermais il n’est pas significativement différent du
témoin (sol non inoculé). Les pH des sols inocaescB. subtilispour les sols A et B eR.
metalliduranspour le sol A, sont significativement plus faihléss pH des autres sols inoculés
n'étant pas significativement différents du tém@al non inoculé).

Les différences entre pk et pHkc étant significativement identiques quel que sogde
et I'inoculum (données non présentées), les delsxAs@t B présentent une acidité potentielle
identique, malgré une CEC différentalfleau 11.1).

Les mesures moyennes du potentiel redox sont den®4pour le sol B et 279 mV pour
le sol A. Ces valeurs élevées proches de 400 mVesogénéral signe d’'une bonne oxygénation
du sol mais ne sont pas favorables a la mobiliggndétaux dans le sol : en conditions oxydantes,
la mobilité du Cr et du Pb est limitée par rapgodes conditions plus réductrices (Cheghml.
1996).

Le pré-traitement des sols avant utilisation, tgis le tri et le tamisage, a pu contribuer a
augmenter artificiellement cette valeur. De plumithode de mesure n’étant pas normalisée, les
valeurs absolues sont a prendre avec précautidut Imitial étant surtout de pouvoir comparer
ces mesures et les différences éventuelles liBe®aulation de microorganismes.

Le potentiel redox du sol A diminue entre TO et $8uf pour les sols inoculés avec
subtilis R. metallidurantP. simplicissiumm pour lesquels le Eh augmentableau 111.12).

Tableau [11.12 : Valeurs moyennes du potentiel redox (Eh) en tioncdu type de
microorganisme inoculé, entre TO (début de I'exgise) et T3 (fin de I'expérience). Les lettres

représentent les groupes homogénes déterminées’BANOVA.

Valeurs moyennes Eh (mV) Sol A Sol B
Témoin a TO 270,0() 336,00(c’d’)
Témoin a T3 242,38d) 340,67(c'd’)
A. nigera T3 260,08c) 293,00(e")

B. subtilisa T3 320,50(b) 360,62(a")

P. aeruginosa T3 289,33(c) 341,00(c’d’)
P. fluorescena T3 272,00(c) 322,00(d")
P. simplicissimuna T3 336,00(a) 356,00(b’c’)
R. metalliduransa T3 316,67(b) 364,33(b")
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Pour le sol B, seuls les pots inoculés aBesubtiliset R. metalliduransvoient leur Eh
augmenter significativement entre TO et T3, etoulation du sol B aveé. niger diminue
significativement le Eh. En fin d’expérience (TBs mémes observations sont constatées pour
le sol B par rapport au sol témoin, non inoculé r&ranche, I'inoculation du sol A, quelque soit

le microorganisme, augmente significativement lgpRhrapport au sol non inoculé.

2.2.  Analyses microbiologiques
L’'analyse en microplaques nous a permis de détemmax situ le nombre de

microorganismes potentiellement producteurs d’acideganiques, de biosurfactants ou de
sidérophores dans le sol. Cette méthode est baséel'extraction et la culture des
microorganismes du sol dans des conditions favarita production et la détection de ces
métabolites. En revanche elle ne renseigne pasa suature des métabolites ni sur la production
réellein situ qui nécessiterait une extraction et la détecterlthque type de métabolite dans le
sol.

2.2.1. Microorganismes producteurs d'acides organiques

Le nombre de microorganismes potentiellement pradus d’acides organiques
augmente dans les sols A et B a T1 (1 semaine)egwmls soient inoculés ou non (données non
présentées). Cette concentration reste stablemmuk ensuite jusqu’a T3. Cette augmentation
peut étre due aux conditions controlées de culf@@C, 20% d’humidité) favorisant le
développement de ces microorganismes au coursmgfostdans les pots témoins aussi bien que
dans les pots inoculés (Andersson et Nilsson 2001).

L’absence de microorganismes potentiellement preduws d’acides organiques dans les
sols inoculés ave®. aeruginosaP. fluorescenset R. metalliduransne signifie pas que ce
nombre soit nul mais qu’il est inférieur au sew@ldktection de la méthode utilisée soit 2,75 Log
(cellules/mL) f{igure 3.5). L'inoculation de ces bactéries a cependant pogoun effet
inhibiteur sur les microorganismes producteurs ideg organiques, puisque le nombre de
microorganismes est inférieur au seuil de détect@is €galement inférieur au témoin, non
inoculé. En effet, lePseudomonafuorescents sont connus pour leur role d’ageatsahtréle
biologique en sécrétant des composés antibiotigeés que les phloroglucinols ou les
sidérophores (Bloemberg et Lugtenberg 2001; Ratsh 1996).

Les sols inoculés ave8. subtilis A. niger et P. simplicissimumprésentent une
concentration en microorganismes producteurs déacimrganiques supérieure au témoin, non
inoculé. Ainsi, soit ces microorganismes sont deeent impliqués dans cette croissance, soit

leur inoculation a modifié la diversité microbienm sol au profit de microorganismes
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producteurs d’acides organiques. Globalement,dasantrations sont plus élevées pour le sol A
gue pour le sol B (0,3 Log de différence en moygn@es valeurs supérieures dans le sol A sont
sans doute a mettre en relation avec la moindreasonation en métaux. Les sols inoculés avec
B. subtilissont ceux qui contiennent le plus de microorgaasproducteurs d’acides organiques
suivis de ceux inoculés avéc simplicissimuret A. niger La diminution du pH pour les sols
inoculés aved. subtilis s’expliquerait par une plus forte concentration reicroorganismes
producteurs d'acides organiques. Cette baisse despBar ailleurs, indépendamment du facteur

temps, plus importante pour le sol A (0,12) querpesol B (0,08).
7,5 -
7,0 -

6,5 -
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Log (cellules/g de sol sec)
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Figure 3.5: Concentration moyenne en microorganismes p@imient producteurs
d’acides organiques, indépendamment du facteurgeerpfonction du type de microorganisme
inoculé : An :A. niger, Bs :B. subtilis Ps :P. simplicissimumT : témoin (sol non inoculé). Les

lettres représentent les groupes homogeénes détesmiapres 'TANOVA.

Le réle des inocula dans la production d’acidesoigues peut se vérifier en rapportant
la concentration en microorganismes producteurscidéas organiques a celle des
microorganismes totawtapleau 111.13). Au vu des résultats, seule I'inoculation Blesubtilis
dans le sol A semble efficace par rapport au témdaugmentation du ratio est le signe que
I'inoculation deB. subtilisa bien contribué a 'augmentation du nombre dereniganismes
producteurs d’acides organiques. Ces résultatsromit également que l'inoculation avAc
niger ou P. simplicissimuma favorisé le développement de microorganismesiyateurs

d’acides organiques sans que ces souches soieatetirent impliquées.
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Tableau 111.13 : Ratio moyen de la concentration en microorgaasmroducteurs
d’acides organigues (AO)/concentration en microoigaes totaux (M), indépendamment du
facteur temps, en fonction du type de microorgamisnoculé. Les lettres représentent les

groupes homogeénes déterminés d’aprés '’ANOVA.

Ratio AO/M Sol A Sol B
Témoin 0,023bc) 0,013(c)
A. niger 0,033(b) 0,005(c)
B. subtilis 0,076(a) 0,022(bc)
P. simplicissimum 0,038(b) 0,010(c)

2.2.2. Microorganismes producteurs de biosurfactants

Dans les sols inoculés, le nombre de microorgargspatentiellement producteurs de
biosurfactants augmente a T1, révélant la croigsdes microorganismes inoculés ou celle de la
microflore indigéne impliguée dans la productioncdgype de métabolite, puis diminue jusqu’a
T3 (données non présentées). Les valeurs du témeorarient pas significativement au cours du
temps.

La concentration la plus élevée en microorganispreslucteurs de biosurfactants est
obtenue en inoculant les sols A et B alPe@eruginosdfigure 3.6).

7,5
7,0 -

6,5 -

6,0 - @Esol A
Osol B

5,5 -

5,0 b Cc Cc C

Log (cellules/g de sol sec)

4,5 - d |

4,0 - ._‘

Bs Pa Pf Rm T

Figure 3.6: Concentration moyenne en microorganismes petégrtient producteurs de
biosurfactants, indépendamment du facteur tempsfoeation du type de microorganisme
inoculé : Bs :B. subtilis Pa:P. aeruginosaPf: P. fluorescensRm : R. metallidurans T :
témoin (sol non inoculé). Les lettres représentestgroupes homogenes déterminés d’apres
'’ANOVA.
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L’inoculation du sol avec les deux champignons ésidréduit le nombre de
microorganismes producteurs de biosurfactants paisg concentration obtenue est inférieure
au seuil de détection et au témoin non inoculé.dasentrations obtenues av@csubtilis P.
fluorescenset R. metalliduranssont légerement supérieures au témoin. Les soud@ds.
metalliduransetP. fluorescensitilisées pour cette étude ne produisant pasatiifactants, leur
inoculation a sans doute stimulé la croissancetdéaumicroorganismes producteurs dans le sol.

Aucune différence significative n’apparait entre ncentrations en microorganismes
producteurs de biosurfactants des sols A et B é&qaqur les pots inoculés avecaeruginosa
ou la concentration en microorganismes productel@sbiosurfactants dans le sol B est
supérieure (0,3 Log) a celle du sol A. Les travantérieurs ont montré que cette bactérie, qui
produit des biosurfactants de type rhamnolipideyvpd résister a une forte concentration en
meétaux grace a ces métabolites, capables de peegetal (Miller 1995).

Seule l'inoculation ave®. aeruginosaest efficace, en particulier dans le solt&b(eau
[11.14). Bien queB. subtilisproduise des biosurfactants de type surfactinen@et al. 1968), il
semble qu'il n'ait pu se développer dans le sofad®mn significative. Cette souche a en effet
tendance a sporuler en cas de stress et a regtercstie forme tant que les conditions ne sont
pas favorables. Une étude sur la bioaugmentatiosoliesablo-limoneux et de limons argileux
avecB. subtilisa montré que la concentration en spores n’évopastau cours du temps (van
Elsaset al. 1986). Le passage d’un milieu de culture rich¢yge LB & un milieu oligotrophe tel
que le sol, peut constituer un facteur de stregwitant amplifié par la prédation (van Veeh
al. 1997).

Tableau I1l.14 : Ratio moyen de la concentration en microorgaasiproducteurs de
biosurfactants (BioS)/concentration en microorgaweis totaux (M), indépendamment du facteur
temps, en fonction du type de microorganisme imacukes lettres représentent les groupes

homogenes déterminés d’'aprés 'ANOVA.

Ratio BioS/M Sol A Sol B
Témoin 0,007c) 0,007(c)
B. subtilis 0,022(c) 0,034(c)
P. aeruginosa 0,277(b) 0,495(a)
P. fluorescens 0,011(c) 0,006(c)
R. metallidurans 0,015(c) 0,006(c)
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2.2.3. Microorganismes producteurs de sidérophores

Les sols avec la plus forte concentration en migaaismes potentiellement producteurs
de sidérophores sont ceux inoculés affecaeruginosa, P. fluoresceret R. metallidurans
(figure 3.7). Ces microorganismes sont en effet connus poodymre respectivement de la
pyoverdine et de la pyochéline pour Rseudomonast de l'alcaligine E pouR. metallidurans
(Diels et al. 1999; Meyer 2000).

La concentration en microorganismes producteursidtrophores varie de 5,4 a 7,2 Log
(cellules/g de sol sec). Elle est nettement plevéd que celle des autres producteurs de
métabolites dont les concentrations varient dead@5 Log (cellules/g de sol sec) pour les
producteurs de biosurfactants, de 4,8 a 5,7 Lotules/g de sol sec) pour les producteurs
d’acides organiques.
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Figure 3.7: Concentration moyenne en microorganismes petégrtient producteurs de
sidérophores, indépendamment du facteur temps,oeatiébn du type de microorganisme
inoculé : An: A. niger Bs: B. subtilis Pa:P. aeruginosa Pf: P. fluorescens Ps: P.
simplicissimumRm :R. metalliduransT : témoin (sol non inoculé). Les lettres repnéset les

groupes homogenes déterminés d’aprés 'ANOVA.

La concentration maximale en microorganismes preduws de sidérophores est atteinte
a T1 pour les deux sols, puis diminue jusqu’a K8epté pour les sols inoculés acsubtilis
(sol B) et le témoin non inoculé (sol A) (données présentées).

L’augmentation du nombre de microorganismes pradustde sidérophores dans le sol
B par rapport au sol A avde. fluorescengpeut étre le signe d’'un mécanisme adaptatif de cet

souche face a la toxicité métallique (Shamhal. 2006). En revanche, la diminution du nombre
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de microorganismes producteurs de sidérophores Engol A et le sol B pouB. subtiliset le
témoin est peut-étre due a la plus forte teneunétaux dans le sol B. subtilisétant la souche
parmi celles utilisées qui résiste le moins bier &artes concentrations métalliques (tableau
1.8).

L’analyse du ratio comparant la concentration ercromrganismes producteurs de
sidérophores a celle de la microflore totale duisdileau 111.15) montre que I'inoculation de.
aeruginosa, P. fluorescen&tR. metallidurangour les sols A et B est significativement effieac
par rapport au témoin. Les autres modalités ne gamsignificativement différentes du témoin.
Ces ratios prouvent que les microorganismes ineca& sont développés ou bien que leur
inoculation a stimulé la croissance d’autres mimgaaismes producteurs de sidérophores. Une
étude de Guast al (2000) a en effet montré que I'ajout de pyovezdih de pyochéline dans un
milieu in vitro pouvait stimuler la croissance Beaeruginosales sidérophores produits par les
inocula deP. aeruginosaou P. fluorescensont pu notamment étre récupérés par d’autres
Pseudomonadluorescents du sol (Meyeet al. 1999) et/ou ont également pu stimuler la
croissance d’autres genres, comme cela a été démumirBacillus polymyxgChiarini et al.
1993).

Tableau I11.15 : Ratio moyen de la concentration en microorgaasiproducteurs de
sidérophores (S)/concentration en microorganisnoésux (M), indépendamment du facteur
temps, en fonction du type de microorganisme iraclks lettres représentent les groupes

homogenes déterminés d’'aprés 'ANOVA.

Ratio S/M Sol A Sol B
Témoin 0,187cd) 0,084(d)
A. niger 0,263(bc) 0,243(bd)
B. subtilis 0,205(bd) 0,109(cd)
P. aeruginosa 0,680(a) 0,625(a)
P. fluorescens 0,357(b) 0,571(a)
P. simplicissimum 0,203(bd) 0,199(bd)
R. metallidurans 0,585(a) 0,715(a)
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2.3.  Spéciation métallique

L’analyse des fractions métalliques dans le sarai & évaluer I'impact de I'inoculation
sur la bioaccessibilité des métaux dans le sol.

L’extraction séquentielle de Tessier (1979) perdiektraire en moyenne 84% du Pb et
95% du Cr pour le sol A et 91% du Pb et 74% du Ourple sol B. Les différents
microorganismes inoculés n’ont pas d’impact sigatif sur le rendement d’extraction des
métaux. Les fractions F1 (échangeable) et F2 (li@des carbonates) renseignent sur la
bioacessibilité des métaux dans les fractionsllespobiles (Adriano 1986; Xian 1989).

Suite a l'inoculation des microorganismes, les tenen Cr de la fraction F1 du sol B
augmentent significativement par rapport au ténfoon inoculé), excepté pour le sol inoculé
avecA. niger Par contre, celles du sol A ne sont supériewe®moin qu'ave@. nigeretP.
aeruginosa(figure 3.8). Globalement, la concentration en Cr dans lativad=1 diminue entre
TO et T3, quel que soit le sol et le microorganisimeculé (données non présentées). Les
mécanismes en jeu sont a la fois une biosorptiennui&taux sur la paroi des microorganismes
par adsorption passive et/ou accumulation danscédiles (Lopezet al. 2000) et une
augmentation de la mobilité des métaux dans les@o$ I'action de métabolites, en particulier
microbiens (acides organiques, biosurfactants,rapf®res). Ainsi, selon que le mécanisme
prépondérant est la biosorption ou la mobilisatil®s, teneurs en métaux dans les fractions

bioaccessibles diminuent ou augmentent.
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Figure 3.8: Concentration moyenne en Cr dans la fraction iRdépendamment du
facteur temps, en fonction du type de microorgaaisnoculé : An :A. niger, Bs : B. subtilis
Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescensPs :P. simplicissimumRm :R. metalliduransT : témoin
(sol non inoculé). Les lettres représentent lesges homogenes déterminés d’apres TANOVA.
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Le facteur inoculation tend globalement a diminkesrteneurs en Cr dans la fraction F2
(métaux liés aux carbonates) par rapport au téneioepté pouA. niger dans les deux sols
(figure 3.9). Cette diminution pour le sol B peut s’expliquyear un transfert d’'une partie des
métaux vers la fraction F1 mais également veralgges fractions non résiduelles, c’est a dire
F3 et F4. En effet, 'augmentation en Cr dans datfon F1, en moyenne de 0,012 mg/kg de sol
sec par rapport au témoin, ne peut expliquer aselide la diminution en Cr observée pour la
fraction F2, en moyenne de 2,6 mg/kg de sol seag@vort au témoin. Cette réduction de la
teneur en Cr dans la fraction F2 des sols A et Boawms du temps (TO a T3) s’observe également

pour le témoin (données non présentées).
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Figure 3.9: Concentration moyenne en Cr dans la fraction iR@épendamment du
facteur temps, en fonction du type de microorgaaisnoculé : An :A. niger, Bs : B. subtilis
Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescensPs :P. simplicissimumRm :R. metalliduransT : témoin
(sol non inoculé). Les lettres représentent lesges homogenes déterminés d’aprés TANOVA.

Concernant le Pb, l'inoculation du sol A avA&c niger ou P. aeruginosaaugmente sa
teneur dans F1 par rapport au témoin. Par contrenamicroorganisme ne permet d’augmenter
la concentration en Pb de la fraction F1 du sol’Bigculation des pots de sol avBc subtilis
P. simplicissimunet R. metalliduransentrainant méme une diminution de cette concéortrat
(figure 3.10). Les teneurs en Pb de la fraction F1 diminueogm@ssivement entre TO et T3 pour

les mémes raisons que celles évoquées précédemment.
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Figure 3.10: Concentration moyenne en Pb dans la fractionikdépendamment du
facteur temps, en fonction du type de microorgaaisnoculé : An :A. niger, Bs : B. subtilis
Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescensPs :P. simplicissimumRm :R. metalliduransT : témoin
(sol non inoculé). Les lettres représentent lesges homogenes déterminés d’aprés TANOVA.

Apres 3 semaines d’incubation, I'analyse des temewmr métaux du sol B montre que
l'inoculation avec B. subtilis P. aeruginosa,P. fluorescens, P. simplicissimumu R.
metalliduransaugmente de 17 a 19 % les teneurs en Cr dansdfd,cple I'inoculation avea.
niger diminue Cr F1 de 40 % par rapport au téemdigu¢e 3.11).
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Figure 3.11: Pourcentage des teneurs en Cr et Pb dans kesifrdc1 du sol B par
rapport aux teneurs dans le témoin, au temps T=Baises, en fonction du type de
microorganisme inoculé : AnA. niger, Bs : B. subtilis Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescens
Ps: P. simplicissimumRm : R. metallidurans T : témoin (sol non inoculé).. Les lettres
représentent les groupes homogénes déterminées’ BANOVA.
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Pour le Pb dans la fraction F1 du solfig{re 3.11), aucune différence significative n’est
observée bien que I'inoculation avBc aeruginosaet P. fluorescensaugmente de 13 et 14 %
respectivement les teneurs en Pb dans F1 par tagpaémoin. Ces deux bactéries produisent
des pyochélines, qui possedent une affinité él@eode les ions divalents (Cuppeds al. 1987;
Viscaet al. 1992) et des pyoverdines qui forment des complaxes les ions trivalents tel que
Crlll (Budzikiewicz, 1997). La formation des compés métalliques, en particulier entre le Crlll
et la pyoverdine, peut étre assez lente et pewsséer plusieurs jours, ce qui peut expliquer le
décalage observén vivo entre le pic de croissance des microorganismedupteurs de
sidérophores a T1 et I'effet sur la spéciation negfaux observable a T3, a supposer que les
sidérophores soient les métabolites responsablesttie évolution (Budzikiewicz 1997). Il faut
également noter que d’autres métaux peuvent iriteaagc les sidérophores et sont fortement
présents dans les fractions F1 et F2 du sol Bggablll.4). C’est le cas de Al (13 mg/kg sol), Cu
(2,2 mg/kg sol), Fe (4,1 mg/kg sol) et Zn (16,2 kgggol). La présence de ces métaux, pouvant
potentiellement se lier aux sidérophores dans liziea de sol, pourrait expliquer les résultats
non significatifs obtenus pour le sol B avec CiPet du fait de la compétition de ces métaux
pour les sidérophores.

De la méme facon que pour le Cr, la teneur en P8 tafraction F2 diminue dans les
sols inoculés par rapport au témoin pour les solst 8, excepté pouh. nigerdans le sol A
(figure 3.12.
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Figure 3.12: Concentration moyenne en Pb dans la fractionik@pendamment du
facteur temps, en fonction du type de microorgaaisnoculé : An :A. niger, Bs : B. subtilis
Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescensPs :P. simplicissimumRm :R. metalliduransT : témoin
(sol non inoculé). Les lettres représentent lesges homogenes déterminés d’aprés TANOVA.
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L’inoculation des sols A et B a pour effet soit dieninuer les teneurs en Cr dans les
fractions F3 (fraction liés aux oxydes métalliques)5 (fraction résiduelle), soit n'a pas d’effet
significatif par rapport au témoirapleaux 111.16 et I11.17). En revanche pour la fraction F4
(fraction liee a la matiere organique), tous lels smoculés A ou B ont une teneur en métaux
supérieure a celle du témoin. Pour le sol A caftgneentation est en moyenne de 1,6 mg/kg sol
sec et est identique quel que soit le microorgamidour le sol B, cette augmentation varie de
3,5 mg/kg sol sec pouh. nigera 10,9 mg/kg sol sec polr. aeruginosala fraction F4
représente les métaux soit complexés par la matigganique et les sulfures du sol, soit
bioaccumulés dans les organismes vivants (Filgsiataal. 2002). L’augmentation observée
pour le Cr de la fraction F4 par rapport au témamourrait étre due a une éventuelle
incorporation du Cr par les microorganismes inogulé

Tableau 111.16 : Concentration moyenne en Cr (mg/kg sol sec) tiem$ractions F3, F4
et F5 du sol A, indépendamment du facteur tempsfoeation du type de microorganisme

inoculé. Les lettres représentent les groupes hémexmydéterminés d’aprés 'ANOVA.

[Cr] (mg/kg sol sec) F3 F4 F5

Témoin 15,71a) 33,34(b") 104,14(a")

A. niger 15,33(ab) 35,23(a) 99,05(b")
B. subtilis 14,90(b) 34,80(a’) 102,57(a’b”)
P. aeruginosa 15,04(ab) 34,98(a) 102,79(a”b”)
P. fluorescens 15,73(a) 35,05(a) 102,01(a”’b")
P. simplicissimum 15,65(a) 35,35(a) 100,01(a”’b")
R. metallidurans 14,68(b) 34,25(a) 101,33(a”b”)

Tableau 111.17 : Concentration moyenne en Cr (mg/kg sol sec) tlem$ractions F3, F4
et F5 du sol B, indépendamment du temps, en famcliotype de microorganisme inoculé. Les
lettres représentent les groupes homogeénes détesmiapres ’TANOVA.

[Cr] (mg/kg sol sec) F3 F4 F5

Témoin 148,87a) 149,60(d") 130,21(a")

A. niger 145,28(b) 153,08(c’) 126,23(a"’b")

B. subtilis 138,02(c) 154,11(b’c") 129,83(a")

P. aeruginosa 138,95(¢c) 160,52(a’) 123,67(b")

P. fluorescens 148,87(a) 155,84(b’c’) 124,28(b")

P. simplicissimum 145,28(b) 157,14(b") 124,57(b”)
R. metallidurans 143,72(b) 156,26(b’c’) 125,70(@”’b”)
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La concentration en Pb dans les fractions F3, F4F®tdiminue ou n’est pas
significativement différente du témoin, quel quetde sol et le microorganisme inoculé
(tableaux 111.18 et 111.19). Le Pb est en effet 'un des métaux les moinsitestlu sol avec un
Kd (coefficient de distribution sol/solution de sahédian de 102410 L/kg, alors que le Kd
médian du Cr est de 4778 L/kg (Sawtel.2000).

Tableau 111.18 : Concentration moyenne en Pb (mg/kg sol sec) tenfactions F3, F4
et F5 du sol A, indépendamment du facteur tempsfoeation du type de microorganisme

inoculé. Les lettres représentent les groupes hénmexydéterminés d’aprés 'TANOVA.

[Pb] (mg/kg sol sec) F3 F4 F5

Témoin 25,1Gab) 14,90(a’c’) 42,35(a")

A. niger 25,19(ab) 15,11(a’) 42,77(a”)

B. subtilis 24,70(ab) 14,61(c’'d’) 42,80(a”)

P. aeruginosa 24,34(b) 15,03(a’b”) 42,40(@")

P. fluorescens 25,94(a) 14,73(b’'d") 42,36(a")

P. simplicissimum 25,84(a) 14,57(c'd’) 42,42(a”)
R. metallidurans 25,38(ab) 14,52(d’) 42,05(@")

Tableau 111.19 : Concentration moyenne en Pb (mg/kg sol sec) mnactions F3, F4

et F5 du sol B, indépendamment du facteur tempsfoeation du type de microorganisme

inoculé. Les lettres représentent les groupes hémexmydéterminés d’aprés 'ANOVA.

[Pb] (mg/kg sol sec) F3 F4 F5

Témoin 102,56a) 51,97(a’b’) 109,15(a”b”)
A. niger 99,27(b) 51,57(a’b?) 109,70(a"b")
B. subtilis 95,93(c) 51,70(a’b’) 109,07(a”’c”)

P. aeruginosa 97,10(bc) 50,11(b") 106,65(b”)

P. fluorescens 101,93(a) 52,22(a’) 111,91(@")

P. simplicissimum 102,41(a) 51,13(a’c) 106,85(bc”)
R. metallidurans 104,51(a) 50,52(a’c’) 111,07(a’b”)
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Tableau 111.20 : Matrice de corrélation des coefficients de Peaqsour les sols A et B

(en gras, valeurs significatives au seu#0,050). AO, B, S: microorganismes producteurs

d’acides organiques, biosurfactants ou sidérophores
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2.4.  Analyse globale des facteurs régissant la phytaetitm des
métaux

La matrice de corrélatiortgbleau 111.20) met en évidence les relations existantes entre
les différents parametres étudiés. Les valeursdeSicients de corrélation discutées ci-dessous
sont surlignées en bleu dans le tableau. Pourll4,des teneurs en Cr et Pb de la fraction F1
sont positivement corrélées entre elles (0,848)méme pour F2 (0,608), F3 (0,758), F4 (0,708)
et F5 (0,267). Pour le sol B cette observatiorvese dans F2 (0,504) et F3 (0,367). Les teneurs
en Cr et Pb dans le sol ont donc une mobilité coaipe.

Dans le sol A, le nombre de microorganismes praaust de sidérophores influe
positivement sur les concentrations en Cr de letitma F1 (0,497), Pb de F1 (0,404) et Pb de F4
(0,216). La méme conclusion s’appligue au nombre nderoorganismes producteurs de
biosurfactants corrélé au Cr de la fraction F1 38)5et au Pb de F4 (0,285) ; le nombre de
microorganismes producteurs de biosurfactants @tamailleurs positivement corrélé a celui des
microorganismes producteurs de sidérophores (Q,5B8krsement les concentrations en
microorganismes producteurs d’acides organiques cmmelées négativement a celles du Cr
dans la fraction F1 (-0,337) ainsi qu’au nombre whicroorganismes producteurs de
biosurfactants (-0,498) et de sidérophores (-0,586)noculation de microorganismes
producteurs de sidérophores a donc un impact pesgignificatif sur les teneurs en Cr et en Pb
de la fraction F1, c’est a dire la fraction la plowbile. L'effet positif obtenu pour les
producteurs de biosurfactants pour Pb dans laidraétl est probablement du a I'inoculation du
sol A avedP. aeruginosa

Pour le sol B, le nombre de microorganismes praustde sidérophores n’est corrélé
positivement a aucune des fractions métalligueSrdeu de Pb. Le nombre de microorganismes
producteurs de biosurfactants est corrélé positrgra la teneur en Cr de la fraction F1 (0,283)
et F4 (0,305), ce qui est néanmoins inférieur apefficients obtenus pour le sol A. Enfin le
nombre de microorganismes producteurs d’acidesnaggas est corrélé positivement a la teneur
en Pb dans la fraction F2 (0,311) et F4 (0,224).

Une des facteurs les plus importants de la mobdi#é métaux est le pH, dont la
diminution augmente la solubilité des métaux (Chetal. 1996). Cependant ce parametre ne
semble pas lié a la mobilité des métaux pour nétrgle car il n'ya pas de corrélation
significative entre le pH et les métaux dans lestfons les plus mobiles (F1 et F2) pour le sol
A. En revanche, il faut noter que le Cr dans latfoam F1 du sol est corrélé négativement au pH
du sol (-0,370).
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Une deuxiéme parametre essentiel qui peut jouerlasumobilité des métaux est le
potentiel rédox Eh, qui influe sur la dissolutioesdoxy-hydroxydes métalliques du sol en
conditions réductrices, donc quand Eh est faibke(bt Saunders 2003). Pour notre étude, Eh
semble avoir un léger impact négatif sur les foadiliées aux oxydes métalliques (F3) pour Cr
dans le sol A (-0, 292) et pour Cr et Pb dans I&4e0,288 et -0, 233).

CONCLUSION

L’inoculation des sols avele. aeruginosaP. fluorescen®t R. metalliduransaugmente
de facon significative le nombre de microorganismestentiellement producteurs de
sidérophores dans le sol. Ces microorganismese®plus nombreux dans les deux sols A et B
comparativement aux microorganismes producteursdga organiques et de biosurfactants. La
densité de population est I'un des facteurs clég facolonisation du sol et de la rhizosphere,
c’est pourquoi ces microorganismes semblent indérds pour la bioaugmentation du sol
(Duquenneet al.1996; van Veemrt al. 1997).

Globalement la quantité de Cr et Pb potentiellenbémdisponible dans les deux sols est
assez faible, ce qui a été observé dans plusituaes(Banket al. 2006; Huet al.2006) et peut
étre due a la forte teneur en matiere organiqueade deux sols ou a la teneur élevée en
phosphates, en particulier dans le sol B. Les piaisg peuvent en effet contribuer a
'immobilisation de Pb dans le sol en le précipitaous forme d’hydroxyapatite (Seametnal.
2001).

Bien que les facteurs de corrélation calculés sozmsez faible dans I'ensemble, la
concentration en microorganismes producteurs dagithores®. aeruginosaP. fluorescengt
R. metallidurany est corrélée positivement a la mobilité du Crdet Pb dans la fraction
échangeable (F1 et F2) du sol A. La corrélationitiyes observée dans le sol A entre la
concentration en microorganismes producteurs deulfiactants et la teneur en métaux dans F1
est probablement due a la bioaugmentatioR .d@eruginosaet non a celle dB. subtilis L'effet
de la bioaugmentation dans le sol B a un effet areisur la mobilité des métaux contrairement
au sol A, bien qu’'une légere augmentation de laueen Cr et Pb dans les fractions F1 et F2 ait
été observée apreés bioaugmentation &exeruginosatP. fluorescens

L'objectif de cette étude étant d’augmenter la ritgbdes métaux, nous avons choisi
d’optimiser la bioaugmentation du sol avec les ooecganismes producteurs de sidérophores.
Nous avons démontré en effet que ceux-ci pouva@oniser efficacement le sol en particulier
les Pseudomona®t que la production de sidérophores pouvait autgnea mobilité des

métaux.
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3. Optimisation de la production de siderophores

Dans le but doptimiser la production de sidérogisomar les microorganismes
sélectionnés, notamment |IPseudomonagchapitre 2), différentes modalités d’inoculationt
éte testées afin d'augmenter a la fois la croissates microorganismes et la production de
sidérophores. Différents substrats ont été testdéisd’abord dans un milieu sans métaux puis
dans un milieu contenant des métaux avec ou sankrfm, I'effet de 'immobilisation des
cellules dans des billes de Ca-alginate avec oslls#iréecrémé a également éteé testée.

3.1. Influence de la source carbonée sur la productien d
sidérophores.

Les substrats carbonés utilisés dans cette étudle d&s substrats simples (fructose,
glucose, glycérol, lactose, mannitol, sucrose) ammexes (amidon, lait écrémé), ajoutés soit a
0,67 g/L ou a 6,7 g/L au milieu.

La concentration cellulaire des deux bactériesciifées initialement & raison de 6,7.10
cellules/mL, est supérieure au témoin (milieu iécsans substrat) en présence de fructose,
glucose, glycérol et de mannitol, ainsi qu'aveddi écrémé a 6,7 g/L pouUP. aeruginosa
(tableau 111.21). Certains substrats n'ont pas d’effets signifisatomme I'amidon poulP.
fluorescensje lactose et le sucrose pour les deux bactéxkesp& a la concentration 6,7 g/L
pour P. fluorescensLe lait écrémé réduit la croissance bactériers.dluorescen®u n’a pas
d’effet a 0,67 g/L.

Tableau I11.21 : Concentrations cellulaires moyennes (cellule9/nédP. fluorescenet
P. aeruginosaen fonction des différents substrats et de leurcentration dans le milieu,
indépendamment du facteur temps. Les lettres quneent aux groupements homogenes
déterminés d’apres TANOVA.

P. aeruginosa

P. fluorescens

Concentration

g 0,67 g/L 6,7 g/L 0,67 g/L 6,7 g/L
Témoin 2,68.19(g) 1,81.16 (e)
Amidon 3,39.18 (e) 3,48.16 (e) 1,68.16 (e") 1,84.1G (e)
Fructose 4,16.10d) 1,04.168 (a) 3,42.18 (d) 3,32.16 (d)
Glucose 3,22.10f) 9,73.18 (e) 3,57.16 (d") 6,07.16 (b")
Glycérol 3,58.18(e) 1,06.16 (b) 3,27.16 (d") 4,26.168 (c')
Lactose 2,87.10(fg) 2,54.16 (g) 1,71.18 (e") 1,83.1G (e")

Lait écrémé  3,08.fqeq) 6,12.16 (c) 1,23.16 (e") 6,96.10 ()
Mannitol 4,08.16(d) 9,98.16 (b) 3,35.16 (d") 6,80.16 (a)
Sucrose 2,63.£q0) 2,55.168 (g) 1,95.16 (e") 3,24.16 (d)
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Les substrats les plus efficaces sont le fructo6e7&g/L pourP. aeruginosa(1,04.18
cellules/mL) et le mannitol & 6,7 g/L poRr fluorescen$6,80.16 cellules/mL). Globalement les
substrats ajoutés a forte concentration augmeikerfacon plus importante la croissance des
bactéries.

Les sidérophores sont des métabolites secondawdsits généralement en fin de phase
exponentielle de croissance (Payne et Virginia 1994ns notre étude, la production maximale
de sidérophores p&. aeruginosatP. fluorescengst atteinte entre 24 et 72 h pour le témoin ou
pour les faibles concentrations en substrats (@/b)puis diminue jusqu’a 8 j, le substrat étant
devenu limitant (données non présentées). En reearn présence de substrats a concentration
élevée (6,7 g/L), la production maximale est ateeplus tardivement, au bout de 4j a 8j. Les
substrats qui augmentent la production de sidémgshsont ceux dont la concentration dans le
milieu est la plus élevée (6,7 g /lfigures 3.13 et 3.1%

e pourP. aeruginosa lait écrémé > mannitol > glycérol > fructose lnapse;

* pourP. fluorescens fructose > glycérol > mannitol > glucose.

Par exemple I'ajout de lait écrémé pduraeruginosau de fructose pol. fluorescens
a 6,7 g/L, augmente 6 fois I'activité des sidéraplsgar rapport aux mémes substrats ajoutés en
faible concentration (0,67 g/L). L'action stimulardu lait écrémé n’est pas due a la présence de
lactose, mais probablement a la caséine, le pahcpmposé phosphoprotéique du lait écrémé.
Cette protéine a pour propriété de piéger le far gdeélation, ce qui pourrait expliquer
'augmentation de production de sidérophoresRaaeruginosadans ce milieu (Carmichaet
al. 1975). Par ailleurs, durant le processus de is@ihn du lait écrémé, une partie du lactose
peut se décomposer en galactose et glucose, geeqticontribuer également a augmenter la
production de sidérophores. L'ajout d’amidon, detdae ou de sucrose n'a pas deffet
significatif sur l'activité des sidérophores, de me que le lait écrémé pol. fluorescens
Enfin, un effet « répressif » est observé aveclleage ou l'activité des sidérophores produits
par P. aeruginoseet P. fluorescenslans le milieu a 6,7 g/L est respectivement 1,3,2tfois
inférieure a celle observée avec 0,67 g de glucossétte diminution peut étre liée au pH du
milieu qui diminue jusqu’a 5,3 pouR. aeruginosaet 4,3 poutP. fluorescensu bout de 8j dans
le milieu avec 6,7 g/L de glucose alors qu’avecdacentration a 0,67 g/L le pH du milieu de
culture en fin d’expérience est compris entre &,8,8, de méme que pour les milieux avec les
autres substrats. Cette acidification peut étrerigine de la dégradation des sidérophores au

cours du temps (Budzikiewicz 1993).
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c m0,67 g/L
d 06,7 g/L

Activité des sidérophores (DO 630 nm)
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Figure 3.13: Activité moyenne des sidérophores produitsaaeruginosan fonction
du substrat carboné et de sa concentration, indépement du facteur temps. Les lettres
correspondent aux groupes homogenes déterminées’BANOVA.
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Figure 3.14: Activité moyenne des sidérophores produitshaifuorescengn fonction
du substrat carboné et de sa concentration, indépement du facteur temps. Les lettres
correspondent aux groupes homogéenes déterminéss’BANOVA.
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L’activité des sidérophores produits pBr aeruginosaest supérieure a celle d&
fluorescensquel que soit le substrdigure 3.15). Cette activité plus élevée peut étre due soit a
une augmentation de la quantité et donc de la ptamude sidérophores, soit a une modification
de la proportion de pyoverdine et de pyochélinenages affinités différentes pour le Felll, et
dont les constantes de stabilité sont respectiveaieriG? M™ (Albrecht-Garyet al. 1994) et
2.10 M (Cox et al. 1981). La nature des sidérophores produits esffehsusceptible de varier
en fonction du milieu mais également en fonctioedsouche productrice.

o))

d OPa
3 | | DPf

g g 9g 9
o1 39 =2 |19 e =Y

Activité des sidérophores (DO 630 nm)

Amidon Fructose Glucose Glycérol Lactose  LaitMannitol Sucrose Témoin
écrémé
Figure 3.15: Activité moyenne des sidérophores produits PaaeruginosalPa) etP.
fluorescengPf) en fonction des différents substrats (6,7) gitdépendamment du facteur temps.

Les lettres correspondent aux groupes homogenestdaés d’apres TANOVA.

Les résultats montrent que les substrats les phidressants pour lactivité des
sidérophores sont le lait écrémé pBuraeruginosaet le fructose pouP. fluorescenstous deux
a 6,7 g/L. Ces deux substrats augmentent I'actdd® sidérophores respectivement de 18 et 84
fois par rapport au témoin. Quelques études ontm@aue des sucres simples tel que le glucose
pouvaient stimuler la production de sidérophorashaaeruginoseaet P. fluorescengDiaz de
Villegas et al. 2002; Duffy et Defago 1999). D’autres sucres i@ ¢g fructose ou le mannitol
peuvent augmenter la production de pyochéline passle sucrose ni le glycérol selon Duffy et
Defago (1999).

La production spécifique (activité des sidérophoeggportée a la biomasse microbienne)
donne une indication sur la production réelle ddérsphores. Les substrats qui augmentent la
production spécifique de sidérophores cReaeruginoseaet P. fluorescensont le fructose, le

glucose, le glycérol, le lait écrémé et le mann(figures3.16 et 3.17.
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Figure 3.16: Production spécifigue moyenne des sidérophoegsPp aeruginosaen

fonction du substrat carboné et de sa concentraimmi®@pendamment du facteur temps. Les

lettres correspondent aux groupes homogenes détesrdiapres 'ANOVA.
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Figure 3.17: Production spécifique moyenne des sidérophoeesPp fluorescensen

fonction du substrat carboné et de sa concentraimmi®@pendamment du facteur temps. Les

lettres correspondent aux groupes homogénes détesrdiapres 'ANOVA.
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L’amidon, le lactose, le sucrose ainsi que le gbaca 6,7 g/L et le lait écrémé a 0,67 g/L
pour P. fluorescensi’augmentent pas significativement la productipgcifique par rapport au
témoin.

Pour les substrats simples, la faible concentraBansubstrat (0,67 g/L) augmente
significativement cette production spécifique pgpport a la forte concentration alors que pour
le lait écrémé, l'effet inverse est observé. Lastgines du lait écrémé ayant la particularité de
piéger le Fe, 'augmentation de la concentratiors@vstrat a peut-étre appauvri le milieu en Fe
et a pu stimuler la quantité de sidérophores pteghar cellule bactérienne.

L’activité des sidérophores est corrélée signifi@ahent a la concentration cellulaire en
particulier pourP. aeruginosa(tableau I11.22). La production des sidérophores n’est pas
seulement régulée par la teneur en Fe du milieg également par les conditions du milieu, la
production d’autres métabolites secondaires, latran de phase et le quorum sensing (Cornelis
et Matthijs 2002). En effet, la synthése de la gydine parP. aeruginosaest induite par des
molécules signal de type homosérine lactones.téitesaux genes du quorum sensing (Stiatzi
al. 1998; Whiteleyet al. 1999). Cette induction peut expliquer la synthemerue des
sidérophores pour les fortes densités cellulaiss.plus, 'augmentation de la taille de la
population augmente également statistiquement lemnaes des cellules bactériennes de

récupérer le complexe Fe-sidérophore.

Tableau 111.22 : Matrice des coefficients de corrélation de Paangour la croissance,
l'activité et la production spécifique des sidéroms produits parP. aeruginosaet P.

fluorescengen gras, valeurs significatives au sewD,05).

P. aeruginosa Concentration Activité des Production
P. fluorescens cellulaire sidérophores spécifique
Concentration cellulaire 0,778 0,017
AL S 0,277 0,504
sidérophores
Production spécifique 0,090 0,926

En conclusion, les substrats les plus efficaces poptimisation de la production des
sidérophores pd?. aeruginosatP. fluorescensont le fructose, le glycérol et le mannitol a 6,7
g/L. Le lait écrémé a également été retenu lorsed@griences suivantes car il peut étre co-
immobilisé dans des billes d’alginate. Le glucosepas été retenu en raison des conditions trop

acides qu'il induit pour la stabilité des sidérops
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3.2.  Biais du test CAS en présence de métaux
La méthode de Schwynn et Neilands (1987) est bagekaffinité des sidérophores pour
le Felll complexé par le réactif CAS. Cet équililpeut toutefois étre déstabilisé en présence
d’autres métaux trivalents (Crlll) ou divalents (RPbigll) qui peuvent soit complexer le réactif
CAS, soit se lier aux sidérophores libres du miliBans tous les cas, l'activité globale des

sidérophores peut étre sous estimabl¢au 111.23).

Tableau 111.23 : Estimation des formes présentes apres ajouéalctit CAS-Felll dans

des milieux contenant des métaux et des sidérophore

Formes potentiellement présentes aprés ajout de
sidérophores (S) au réactif CAS

- CAS, [S-Felll]

Métaux dans le milieu

Felll* CAS, [CAS-Felll], [S-Felll], [S-Felll¥], [CAS-Felll*]

MT (Crlll, Hgll, PblI) CAS, [CAS-Felll], B-Felll], [S-MT], [CAS-MT]

Felll*, MT (Crlll,  CAS, [CAS-Felll], B-Felll], [S-Felll*], [CAS-Felll],
Hgll, Pbll) [S-MT], [CAS-MT]

Felll* : correspond au Fe ajouté au milieu, a digtier du Felll contenu dans le réactif CAS.

Pour estimer l'activité des sidérophores dans uliemicontenant des métaux, des
courbes de calibration ont été réalisées. figgges 3.18 et 3.19montrent I'évolution de la DO
du milieu minimum a 630 nm apres ajout du réacASCd’une quantité donnée de sidérophores
et d'une concentration variable en métaux ajoutémélange ou individuellement.

Quel que soit le microorganisme, lorsque la comatioh en Fe du milieu de culture
augmente, la DO diminue fortement. Cela signifiacuga partie des sidérophores complexe le
Felll du milieu au lieu de dissocier le Felll duntplexe [CAS-Felll]. Lorsque la concentration
en Fe du milieu de culture dépasse 40 mg/L, 50%cdesplexes [CAS-Felll] ne sont plus
dissociés. Le Cr, Hg et Pb ajoutés individuellemant milieu de culture modifient moins
fortement (surtout pouP. fluorescensla mesure d'activité des sidérophores en raisomhedr
plus faible affinité pour les sidérophores en comapan du Felll. Lafigure 3.18 montre
cependant qu’environ 50% des complexes [CAS-Fail] sont plus dissociés lorsque la
concentration en Crlll atteint 100 fois la concation de départ soit 500 mg/L, ce qui signifie
que les sidérophores du milieu complexent préféaement Crlll avant de dissocier le
complexe [CAS-Felll]. Les sidérophores produits Paaeruginosacomplexent les métaux dans

I'ordre suivant d’affinité : Fe>>Cr>Hg>Pb
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Figure 3.18: Evolution de I'activité des sidérophoresRleaeruginosan fonction de la
concentration en métaux ajoutés en mélange (MT HGret Pb) ou individuellement au milieu
de culture minimum, avec ou sans Fe. Les concémgen métaux sont exprimées en multiples
de la concentration suivante : Hg, 0,2 mg/L ; Cm&/L ; Pb, 13 mg/L ; Fe, 4 mg/L. Les barres

verticales représentent les écart-types.
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Figure 3.19: Evolution de l'activité des sidérophoresRlefluorescengn fonction de la
concentration en métaux ajoutés en mélange (MT HGret Pb) ou individuellement au milieu
de culture MM, avec ou sans Fe. Les concentragonmmétaux sont exprimées en multiples de la
concentration suivante : Hg, 0,2 mg/L ; Cr, 5 mpMb, 13 mg/L ; Fe, 4 mg/L. Les barres

verticales représentent les écart-types.
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Comme pouP. aeruginosal’affinité des sidérophores d& fluorescengour le Felll est
largement supérieure a celle du Cr, Hg etfi®juile 3.19. En revanche I'affinité pour ces trois
métaux est trés proche. Pratiquement aucun compeas-Felll] n'est dissocié lorsque la
concentration en Fe dans le milieu atteint 40 mylh.effet plus que cumulatif des métaux en
mélange (MT) s’observe également. Cet effet estpawable pour les deurRseudomonasPar
contre I'ajout de Fe au mélange MT amplifie la diotion de la DO aveP. aeruginosaandis
gu'il la réduit avecP. fluorescenslLes différences de proportion entre la pyoverdiida
pyochéline produites par ces deux especefPsidomona®u la structure des sidérophores
produits peuvent expliquer cette différence.

La pyoverdine a une plus forte affinité pour lessiotrivalents Felll et Crlil
(Budzikiewicz et al. 2002) et la pyochéline pour les ions divalents|Z@ull, Coll, Nill
(Cuppelset al. 1987; Viscaet al. 1992). Nos résultats laissent a penser que leagaamt du
milieu de culture carencé en Fe contient, pour desx Pseudomonasune majorité de
pyoverdine mais également de la pyochéline puiseu®ins ions divalents tel que Hgll peuvent
étre complexés. En cas de carence en Fe, il detrééé démontré qu’une plus grande proportion
de pyoverdine était produite par rapport a la pgtink du fait de sa plus grande affinité pour le
Fe (Meyer 2000; Poole et McKay 2003).

Pour éliminer ce biais de mesure de I'activité siegrophores lié a la méthode utilisée,
des courbes de calibration ont été réalistgsrés 3.20 et 3.2}, pour différentes concentrations
en sidérophores en présence ou non de métaux (FeF®&MT) aux concentrations choisies
pour les expériences. Ces courbes sont utiliséesapsuite pour la détermination du niveau

d’activité des sidérophores dans les milieux caméndes métaux.
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Figure 3.20: Relation entre l'activité des sidérophores Rleaeruginosadans un
milieu minimum sans métaux et l'activité des sigdrares dans le méme milieu avec
métaux : Fe (4 mg/L) et MT (Cr 5 mg/L, Hg 0,2 mgRbh 4 mg/L). Les barres verticales

représentent les écart-types.
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Figure 3.21: Relation entre l'activité des sidérophores Rlefluorescensgdans un
milieu minimum sans métaux et l'activité des sigdrares dans le méme milieu avec
métaux : Fe (4 mg/L) et MT (Cr 5 mg/L, Hg 0,2 mgRb 4 mg/L). Les barres verticales

représentent les écart-types.
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3.3. Influence des substrats et des métaux sur la ptiodude
sidérophores

Les résultats obtenus pour la croissancB.d@orescengt P. aeruginosanoculées avec
un faible inoculum (6,7.Z0cellules/mL, TIF) ou un fort inoculum (6,7.16ellules/mL, TIE)
sont présenteés slas figures 3.22 et 3.23_es cultures ont été réalisées dans du milieunnuim
avec différents substrats a 6,7 g/L (fructose, @lgt; mannitol, lait écrémé) avec ou sans métaux
(MT) (Cr: 5 mg/L; Hg 0,2 mg/L; Pb: 13 mg/L) elvec ou sans Felll (4 mg/L). Ces
concentrations correspondent a la fraction bioatickes des métaux de notre sol d’étude. Un
témoin sans substrat a été réalisé pour chaquelitéodlanoculation.

La présence de Felll stimule la croissance des Bauatéries que soit le substrat ajouté.
En revanche, I'ajout de métaux (MT) entraine uetefbfxique et diminue de facon significative
la concentration cellulaire des deux bactéries)lguwgie soit la taille de I'inoculum, jusqu’'a 6
fois pourP. fluorescenginoculum TIE) en présence de mannitol, par rapaomilieu sans MT.

La concentration cellulaire de. aeruginosaest également réduite en présence de MT mais
moins fortement : jusqu’a 1,9 fois pour le glycéaokec TIE.P. aeruginosaest moins sensible
que P. fluorescensaux métaux probablement en raison de sa capaciffoduire des
biosurfactants qui peuvent agir comme une barr@vatre les ions métalliques, en les
complexant. Des biosurfactants ont en effet étéati€ dans les milieux contenant du glycérol
ou du mannitol a 6,7 g/L inoculés av@caeruginosgdonnées non présentées).

Dans les milieux avec Fe et MT, la croissancd’daeruginoseet deP. fluorescen®st
fortement réduite par rapport au milieu contenaotesnent du Fe. La concentration cellulaire de
P. aeruginoseet deP. fluorescengour le faible inoculum avec glycérol est, respechent, 10
et 51 fois plus faible en présence de MT et Faggport au milieu avec Fe seul. Cette réduction
de la croissance pourrait traduire une perturbadems I'assimilation du Fe par les bactéries ou
d’autres fonctions cellulaires dépendantes de feceatration en Fe, due aux interactions avec
les métaux toxiques, comme cela a été demontrélpdsalll qui perturbe le métabolisme du Fe
chezP. aeruginosa(Kanekoet al. 2007). Les concentrations cellulaires sont néanmpius
élevées avec le milieu Fe+MT comparativement aiemMT.

Lorsque le Fe est limitant dans le milieu, les besaeP. fluorescensen azote sont
supérieurs a ceux en carbone (Perssioal. 1990), ce qui peut expliquer qu’il n'y ait pas de
différences significatives entre substrats carbdfréstose, glycérol, mannitol) dans le milieu
sans Fe. En revanche, le lait écrémé, qui appartarbone et de I'azote, augmente la croissance

dans les milieux sans Fe par rapport au témoin.
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Figure 3.22: Croissance cellulaire moyenne Bleaeruginoseen fonction des différents
substrats a 6,7g/L, indépendamment du facteur teigss lettres correspondent aux groupes
homogenes déterminés d’'aprés 'ANOVA. TIF : tailleculum faible, TIE : taille inoculum
élevée, MT : mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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Figure 3.23: Croissance cellulaire moyenne Befluorescengn fonction des différents
substrats a 6,7 g/L, indépendamment du facteur deimgs lettres correspondent aux groupes
homogenes déterminés d’'aprés 'ANOVA. TIF : tailleculum faible, TIE : taille inoculum
élevée, MT : mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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En ce qui concerne l'effet des substrats, globafgreair présence stimule la croissance
de P. aeruginosaet P. fluorescensexcepté pour le glycérol et le mannitol avec aele
inoculum TIF en présence de métaux mais égalermmmtlp fort inoculum TIE en présence de
métaux poulP. fluorescensLa concentration cellulaire d& fluorescenslans le milieu avec le
lait écrémé varie assez peu quelle que soit I t@d I'inoculum et la nature du milieu avec une
concentration cellulaire comprise entre 5,8.20 7,2.18 cellules/mL. PourP. aeruginosale
méme effet est observé bien que la concentratidiulaies soit supérieure a celle de.
fluorescensquelle que soit la modalité. Les substrats les pfficaces en présence de Fe et de
meétaux aux teneurs ou ils sont potentiellement dmessibles dans le sol de I'étude, sont le
mannitol, le fructose et le lait écrémé, ce dergtant le plus efficace quels que soient le milieu
ou la taille de l'inoculum.

L’ajout de Fe réduit fortement I'activité des sidghores pour les deukseudomonas,
indépendamment de la taille de l'inoculufig@res 3.24 et 3.2h Le Felll réprime en effet la
synthese de pyoverdine et de pyochéline lorsqumiseentration atteint 10uM, soit 0,56 mg/L ;
la concentration en Fe utiulisée pour cette étislade 4 mg/L (Diaz de Villegast al. 2002;
Viscaet al.1992).

Excepté le milieu avec Fe, la taille de I'inoculimiuence positivement la production de
sidérophores pd?. aeruginosat P. fluorescens

L’efficacité des substrats pour la production dEsdphores, quel que soit le milieu (avec
ou sans MT et/ou Fe), suit I'ordre suivant :

. PourP. aeruginosa mannitol > fructose, glycérol > lait écrémé ;

. PourP. fluorescens fructose > glycérol > mannitol > lait écrémé.

Le fructose est le substrat le plus efficace payrbduction de sidérophores par les deux
Pseudomonadans le milieu avec Fe et MT, c’est a dire prodheol d’étude.

La présence de MT, excepté avec le lait écrémé peurfluorescens réduit
significativement l'activité des sidérophores desndPseudomonagar rapport au milieu sans
MT. Ces résultats sont confirmés par une étude atesétet al. (1998), qui montre que le Crlll
(26 mg/L) inhibe la production de pyoverdines demmaéque le Hgll (4 mg/L). Néanmoins,
certains métaux, notamment Cull, Znll (33 mg/L)uypent stimuler la synthése de pyoverdine
(Duffy et Défago 1997; Hoftet al. 1993; Teitzekt al.2006).
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Figure 3.25: Activité moyenne des sidérophores produits Parfluorescensen
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Pour les deux bactéries, quelque soit la taill€ideculum, la présence de Fe seul inhibe
la production de sidérophores Heaeruginosau P. fluorescenslors que le mélange Fe et MT
'augmente par rapport au milieu avec Fe seul. tew hypotheses est que les cations divalents
peuvent interagir avec les groupements thiols derdééine Fur et perturber le mécanisme de
répression de la synthése des sidérophores (CHgikinds 1991). En effet, il a été moniné
vitro que le site de fixation de Fell sur la protéing peut étre occupé par Coll, Mnll ou
d’autres cations divalents (Hantke 2001). La présate cations divalents tel que Pbll et Hgll
pourrait donc empécher partiellement la répresdmia synthése des sidérophores en présence
de Fe et expliquerait cette augmentation de I'#étigles sidérophores dans le milieu MT + Fe
par rapport au milieu avec Fe seul.

La production spécifique de sidérophores Pageruginosaet P. fluorescengst réduite
en présence de Fe mais est stimulée en présenuétdax pouiP. fluorescengmodalité TIF)
(figures 3.26 et 3.2). Le substrat qui augmente le plus efficacemergréauction spécifique
des deux bactéries, en moyenne, est le glycérdleqgee soit la composition en métaux (MT,
Fe, Fe+MT) du milieu de culture.

En présence de Fe et de métaux, la production fepéxide P. fluorescensest
significativement plus élevée avec le faible inocalTIF par rapport a TIE. Or la concentration
cellulaire deP. fluorescengour ce milieu en fin d’incubation est inférieweelle des milieux
inoculés avec TIE. Par conséquent, chaque celmtéébienne est exposée a une quantité plus
importante de métaux. Cette augmentation de layoteah de sidérophores pourrait ainsi
correspondre a une adaptation des microorganismedpense au stress induit par la présence
de composés toxiques, les sidérophores pouvantcagime molécules de défense contre ces
métaux (Hofteet al. 1993). Ces auteurs suggérent que la productiosidigophores est liée a
une réponse générale au stress déclenchée paxkposton aux meétaux (Cd, Ni, Zn) ou a des
antibiotiques. Daet al. (1999) ont néanmoins montré que le mercure n'saltipas de réponse
contrairement au Cd. A ce jour, I'induction de Yyathése des sidérophores en réponse au stress
métallique n'a pas été clairement établie, du daitla complexité du systeme de régulation.
Hofte et al. (1994) ont néanmoins découvert une enzyme in@uniteas de stress, synthétisée par

le genesss également impliqué dans la régulation de syntdeda pyoverdine.
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Figure 3.26: Production spécifigue moyenne Eeaeruginosan fonction des différents

substrats a 6,7 g/L, indépendamment du facteur deitgs lettres correspondent aux groupes

homogéenes déterminés d’apres 'ANOVA. TIF : tailfeoculum faible, TIE : taille inoculum

élevée, MT : mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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Figure 3.27: Production spécifique moyenne Eefluorescengn fonction des différents

substrats a 6,7 g/L indépendamment du facteur teirgss lettres correspondent aux groupes
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élevée, MT : mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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3.4. Influence de la co-immobilisation de cellules baetines et
de substrats sur la production de sidérophoresprésence de
métaux

Nous venons de montrer que I'ajout de substrat pediaugmenter la croissance des
microorganismes cultivés en milieu liquide stérdg dans certains cas, la production de
sidérophores. Afin d’optimiser a la fois les chande survie des microorganismes inoculés dans
le sol et la production de sidérophores, une méhdisnmobilisation a d’abord été testiae
vitro. Les microorganismes ont été piégés dans dess hill@ginate de calcium, pour leur
permettre de s’adapter progressivement aux conditiit milieu (Cassidgt al. 1996; Gentryet
al. 2004; McLoughlin 1994).

L’ajout d'amendements dans les supports d'immadtilis permet dans la plupart des cas
d’améliorer la survie des microorganismes inoculéscorporation de substrats a des billes
d’alginate de calcium, choisies comme support d’obilisation, a été testée : le glucose, en tant
gue sucre simple et pour sa simplicité de dosapgk kit écrémé en tant que substrat plus
complexe et parce qu'’il a été montré qu’il pouvavoriser spécifiquement les microorganismes
inoculés (Bashan 1998; van Elsdsal. 1992).

3.4.1. Etude de I'immobilisation de substrats
Lors de la formation des billes dans du Ga&CBO g/L avec 100 g/L de glucose, 62% du

glucose est relargué des billes au bout de 90 terimps nécessaire a la polymeérisation des billes
d’alginate de calcium. Le lavage des billes daead’a éliminé 11% supplémentaires du glucose
présent initialement. Au total, les billes ont peehviron 75% du glucose mélangé au départ a
I'alginate de sodium. Ces résultats sont confirpes|’étude de Tanaket al. (1984) qui aprés
avoir testé l'incorporation de glucose a raisorbde300 g/L dans des billes d’alginate a 20 g/L,
ont montré que tout le glucose était éliminé ddéiediau bout de 30 minutes. Il a en effet été
montré que les substrats de petite taille telslgugucose, le lactose, le sucrose et le fructose,
peuvent diffuser a travers des membranes d’algidat€a pratiguement aussi facilement que
dans I'eau (Dembczynski et Jankowski 2000; Grunwealal. 1997).

Certains substrats de poids moléculaire élevé gantontre retenus dans les billes, tel
qgue I'amidon ou le lait-écrémé (Tat al. 1999; van Elsagt al. 1992). L'amidon n’ayant pas
permis de stimuler significativement la productide sidérophores par leBseudomonas
étudiées, c’est le lait écréemé qui a été choisr pette étude. Le lait écrémé présente I'avantage
de ne pas diffuser hors des billes lors de leuné&tion et peut polymériser avec l'alginate. Les
métabolites produits par les microorganismes imiisgs tel que la pyoverdine ou la pyochéline
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(<1500 Da) peuvent par contre diffuser a travesplares des billes d’alginate qui laissent passer

des molécules jusqu’a 20000 Da (Tanakal.1984).

3.4.2.Etude de I'adsorption des métaux sur les billegydiate de calcium.

Une cinétique d’'adsorption a été réalisée pourugrales capacités d’adsorption des
billes inoculées ou non avdt fluorescenglans un milieu contenant un meélange de Crlll (5
mg/L), Hgll (0,2 mg/L) Pbll (13 mg/L) et/ou du Fe[# mg/L). Les résultats sont présentés dans
le tableau 111.24.

Tableau 111.24 : Capacité d’adsorption de métaux (Cr, Fe, Hg, Bl des billes
d’alginate de calcium. BS : billes non inoculé&d ;TF billes inoculées avec 1.26ellules/mL

d’alginate ; CI TE : billes inoculées avec L t6llules/mL d’alginate ; ge : capacité de fixation

I'équilibre.
Temps a Cr+
I’équilibre Pb Cr Hg Fe Pb + Fe Fe Hg + Fe
(min)

BS 30 360 >500 90 60 120 >500
CITF 60 235 235 30 60 120 >500
CITE 30 360 180 30 60 120 >500

% Cr+

Adsorption Pb Cr Hg Fe Pb + Fe Fe Hg + Fe
max

BS 99,61 98,39 57,39* 97,34 99,90 99,13 17,29*
CITF 99,47 87,86 44,72 93,13 99,92 98,77 24,98*
CITE 99,49 85,08 71,84 94,12 99,92 98,52 24,98*

ge (mg métal/g Cr+
de bille) Pb Cr Hg Fe Pb + Fe Fe Hg + Fe

BS 0,153 0,065 0,001* 0,047 0,165 0,075  3,90E-04*
CITF 0,191 0,066 0,001 0,044 0,173 0,074  5,70E-04*
CITE 0,154 0,057 0,002 0,049 0,165 0,070 5,70E-04*

*temps d’équilibre non atteint

L’ordre d’affinité d’adsorption des métaux, priglimiduellement, sur les billes d’alginate
non inoculées (BS) est le suivant : Pbll>Felll>CiHgll. Le Pb et le Fe sont les métaux qui
s’adsorbent le plus rapidement sur les billes ajoes 'adsorption du mercure est beaucoup plus

lente. La faible concentration en Hg utilisée dartte expérience peut expliquer le fait que
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I’équilibre ne soit pas atteint au bout de 500 maindis que d’autres études (Arieaal. 2004;
Kacaret al. 2002) ont montré qu’avec 200 mg/L de Hg, I'équiil&tait atteint au bout de 60
min. Il a en effet été prouvé que plus la concéiatnainitiale en métaux dans le milieu était
élevée, plus le temps d’équilibre était rapidematteint (Lin et Lin 2005; Volesky et Holan
1995).

En présence de Fe, le mercure est beaucoup mansbég ce qui reflete une compétition
entre les deux métaux pour les sites d’adsorption.

L’'immobilisation des cellules bactériennes poufalible inoculum modifie la quantité de
Pb adsorbé (CITF). En présence de Fe, aucune diifférsignificative liée a la présence de
bactéries n’est observée.

Nous avons en paralléle testé le rdle des microdsgees sur I'adsorption des métaux :
des cellules d®. fluorescenen suspension (6,7.1€ellules/mL) n’ont montré aucune capacité
d’adsorption, probablement du fait que la quard#ébiomasse était trop faible en comparaison
des métaux disponibles (données non présentées).

La présence de billes d’alginate dans le miliewitéglobalement de plus de 90% le Cr,
Pb et Fe ainsi que de plus de 40% la concentratiddg dans le milieu sans Fe, limitant ainsi la
toxicité des métaux a la fois pour les cellulegyges dans les billes et les cellules relarguées
dans le milieu. La capacité de l'alginate a adsolb® métaux a déja été démontrée pour le Cd,
Co, Cu, Hg, Mn et Zn (Aricat al. 2004; Gotohet al. 2004; Lebeawet al. 2002; Ozdemiet al.
2005). Dans les billes d’alginate de Ca, la magadies métaux est adsorbé a la surface des billes
et seule une faible quantité de métal parvientffasdir vers le centre de la bille (Xiangliart
al. 2005). Pandlegt al. (2002) ont quant a eux observé que seulement 8%rd 9% du Fe,
initialement présent a 2,8 mg/L et 22 mg/L respectient, pouvaient pénétrer dans les billes

d’alginate.

3.4.3. Influence de la co-immobilisation de cellules baettnes et de

substrats sur la production de sidérophores
Le test réalisé ici cherche a évaluer la capaa® akllules sous forme libre (CL) ou
immobilisées (CI) dans des billes d’alginate deicah a produire des sidérophores avec ou sans
lait écrémé dans le milieu, et en présence ou ram mhélange de métaux (Cr, Hg, Pb) (MT)
avec ou sans Fe.
Lorsque les pores des billes sont saturés au cdarda croissance, les cellules
bactériennes sont relarguées dans le milieu dereulte relargage intervient en moyenne au

bout de 48 heures pour les deRgseudomonasc’est a dire lorsque la concentration cellulaire
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dans les billes est maximale (données non présgniée concentration cellulaire mesurée dans
le milieu de culture pour la modalité Cl correspandh fois aux cellules relarguées et a leur
croissance en tant que cellules libres dans lewmde culture.

La croissance dB. aeruginosgour les cellules libres et immobilisées est maéavec
le lait écrémeé (fyure 3.28. PourP. fluorescensle méme effet est observé sauf pour la modalité
TIE sans métaux et le milieu contenant du Fe smur lesquels la concentration cellulaire des
cellules immobilisées avec lait écrémé n’est pgsiicativement différente de celle des cellules
libres sans substrdigure 3.29).

En présence de lait écrémé, la concentration bewt@ pour la modalité cellules
immobilisées est inférieure a celle des cellulesek, quelle que soit la teneur en métaux dans le
milieu, excepté pour la modalité TIF MT pder fluorescensPlusieurs explications peuvent étre
envisagées, d'une part que I'immobilisation du &itémé crée un encombrement stérique dans
les billes, limitant le développement des cellubextériennes et les empéchant donc d’étre
relarguées dans le milieu ; d’autre part qu’enamide la polymérisation des ions%au lait
écrémé avec lalginate, le substrat est sans dowbéns disponible pour les bactéries
immobilisées que lorsqu’elles sont sous forme fibl@ependant le substrat est quand méme
partiellement disponible car la concentration dekules immobilisées d@. aeruginosaavec
lait-écrémé est supérieure a celle des cellulegdilsans lait écrémé, de méme que goéur
fluorescensdans les milieux avec MT. L'ajout de lait écrém@nsl les billes d'alginate de
calcium modifie aussi la structure des billes enréaseau complexe, pouvant piéger plus
efficacement les cellules bactériennes, alors que Rit écréemé, I'alginate de Ca est organisé en
couches concentriques pouvant favoriser le rel@rgag cellules (Bashan 1986).

L’'avantage de I'immobilisation dB. aeruginosaest qu’en présence ou en absence de
meétaux, la croissance cellulaire varie assez pewedmnodalité a I'autre. L’adsorption de 90% du
Cr et du Pb et de 40% du Hg sur les billes d’algireapu permettre de limiter la toxicité des
métaux vis-a-vis des cellules bactériennes (vaiagraphe 3.4.2).

La diminution de croissance observée pour les leslldeP. fluorescensmmobilisées
avec du lait écrémé entre le milieu contenant déseMe milieu Fe+MT peut étre du au fait que
Hg est moins adsorbé sur les billes en présené¢edd0% sans Fe contre 20% dans un milieu
contenant du Fe). De ce fait, les cellules peugaetexposées a une quantité plus importante de

Hg dans le milieu avec Fe que dans le milieu sans F
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Figure 3.29: Croissance cellulaire moyenneRlefluorescengn fonction des différentes
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La taille de linoculum n’a pas d’effet significhtisur la croissance des cellules

immobilisées dé°. aeruginosaxcepté pour le milieu avec Fe et a un effet gasit les cellules

deP. fluorescen<€l lec uniguement en présence de Fe.

La concentration cellulaire de. aeruginosaet P. fluorescengour la modalité TIE dans

les billes sans substrat n’est pas différente ésgmce ou non de MT et/ou de Rgure 3.30).

En revanche pour la modalité TIF, la concentratgmtiulaire deP. aeruginosaet de P.

fluorescensest diminuée de facon drastique (jusqu’a 223gois P. fluorescensen présence de

MT qu’il y ait ou non du Fe. L'effet toxique des taéx est donc annulé lorsque la taille de

I'inoculum est suffisante, probablement parce cualiffusion des métaux dans les billes est

limitée par la présence d’une forte densité baatée qui peut créer une barriére supplémentaire

a la circulation des métaux dans la matrice d'atn(Vilchezet al. 1997). Par ailleurs, la

concentration cellulaire de. fluorescenslans les billes est supérieure a cellé’daeruginosa

avec le lait écrémé, ce qui pourrait expliquer laspfaible relargage des cellules &e

fluorescensobservée sur la figure 3.29 par rapportPa aeruginosa Les concentrations

cellulaires au sein des billes avec le lait écréamdent assez peu par rapport a celles mesurées

dans le milieu extérieur. Elles sont compriseseeitt§ et 9.10 cellules/mL pouP. aeruginosa

et 9.1 et 19.18cellules/mL pouP. fluorescens
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Figure 30: Croissance cellulaire moyenne He aeruginoseet P. fluorescengdans les
billes d’alginates en fonction des différentes mibéls d’inoculation : CL : cellules libres, ClI :
cellules immobilisées,
correspondent aux groupes homogenes déterminésed’dpANOVA. TIF : taille inoculum
faible, TIE : taille inoculum élevée, MT : mélande métaux (Cr, Hg, Pb).
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En absence de Fe, I'activité des sidérophorediestige par le lait écrémé en particulier
avec les cellules libregigures 3.31 et 3.32 L'immobilisation des cellules tend a diminuer la
quantité de sidérophores produits excepté podtuorescensans lait écrémé avec TIE MT, et
P. aeruginosaavec du lait écrémé TIE MT. La diminution de proiilon peut provenir de la
moindre accessibilité des substrats pour les esllmhmobilisées.

L’augmentation de l'activité des sidérophores eéspnce de métaux, est observée pour
les cellules immobilisées d& fluorescengMT et Fe+MT) et pouP. aeruginosgFe+MT). Les
meétaux étant majoritairement adsorbés a la surasebilles, la faible quantité de métaux a
disposition des bactéries pourrait jouer le réle fagteur de stress, sans étre toxiques, en
stimulant la production de sidérophores par cdslesl

En présence de Fe, l'activité des sidérophoresndiende facon significative quel que
soit le type d’inoculation, excepté pour le ttm@h D’'une maniére générale, dans un milieu
sans Fe l'activité des sidérophores est supéree les CL par rapport aux Cl alors que les Cl
donnent les meilleurs résultats dans les milieuscave par rapport aux CL, excepté péur
fluorescengour les cellules sans lait écrémé. Cela configone 'adsorption du Fe sur les billes
crée un déficit en Fe a la fois pour les celluldarguées dans le milieu extérieur aux billes mais
eégalement pour les cellules restant dans les bMess avons observé précédemment que 97%
des 4 mg de Fe/L de milieu de culture sont adsashéses billes, le Fe restant ne devrait donc
pas, en théorie, inhiber la synthese de pyoverdinke pyochéline, qui n’est réprimée qu’a partir
de 0,56 mg/L de Felll (Viscat al. 1992). Pourtant, I'activité des sidérophores pitsdpar les
cellules immobilisées diminue en présence de Faepaoativement aux Cl dans les milieux sans
Fe, ce qui laisserait a penser que le Felll nesgida pas en totalité a la surface des billes mais
peut aussi diffuser.

Pour la modalité TIE avec lait écrémé dans le mike + MT, I'activité des sidérophores
de P. aeruginosadiminue 10 fois par rapport au témoin pour les élseulement de 1,5 fois
pour les Cl par rapport au témoin (sans Fe ni MI3. co-immobilisation des cellules
bactériennes et du substrat permettrait donc dia¢téles effets des conditions du milieu sur la

production de sidérophores.
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Figure 3.31: Activité moyenne des sidérophores produitsaaeruginosaen fonction

des différentes modalités d’inoculation : CL : aldk libres, Cl : cellules immobilisées, lec : lait

écrémé, indépendamment du facteur temps. Lesdatogespondent aux groupes homogenes

déterminés d’aprés I'’ANOVA. TIF : taille inoculunaible, TIE : taille inoculum élevée, MT :

mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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Figure 3.32: Activité moyenne des sidérophores produitshaifuorescengn fonction

des différentes modalités d’inoculation : CL : gtk libres, Cl : cellules immobilisées, lec : lait

écrémé, indépendamment du facteur temps. Lesdatogespondent aux groupes homogenes

déterminés d’'apres 'ANOVA.TIF : taille inoculumilde, TIE : taille inoculum élevée, MT :

mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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La production spécifique des cellules libresRleaeruginosaest supérieure a celle des
cellules immobilisées dans les milieux sansfigpifes 3.33 et 3.3% L'effet inverse est observé
pour les milieux contenant du Fe pour les celluiesnobilisées, ce qui confirme que
I'adsorption de Fe sur les billes crée un gradiEntoncentration et limite la disponibilité en Fe
pour les cellules immobilisées. Pdar fluorescensla production spécifique des cellules libres
(CL) dans les milieux Fe et Fe-MT, n’est pas sigaiivement différente de celle des cellules
immobilisées (Cl), sauf pour la modalité TIF Fe TM.

La présence de lait écremé stimule globalementddyztion spécifique de. aeruginosa
sous forme immobilisée ou libre, en absence delRaut cependant noter que la production
spécifigue deP. aeruginosasous forme immobilisée avec ou sans lait écrémé&ane pas
significativement quelle que soit la modalité, gxéepour TIF Fe TM. L'immobilisation permet
donc de conserver une production constante deogidéres par cellule. Po&. fluorescensle
lait écremé n’augmente pas la production spécifigae rapport au témoin, excepté pour la
modalité TIE.

CONCLUSION

La production de sidérophores dans un milieu saésum est stimulée par I'ajout de
mannitol, glycérol et fructose a 6,7 g/L pour lesuxiPseudomonagtudiées ainsi que de lait
écrémé pouP. aeruginosala production de sidérophores est globalemert ipiyortante avec
P. aeruginosagu’avecP. fluorescenset les deux bactéries produisent vraisemblablemee
majorité de pyoverdine par rapport a la pyochélooenpte tenu des résultats obtenus avec le test
CAS en présence de métaux (paragraphe 3.2).

En présence de métaux et de Fe, la croissancealeshdctéries en culture libre est
stimulée par le fructose et le lait écrémé et talpction de sidérophores par le fructose.

L’'immobilisation de P. aeruginosaavec du lait écrémé stimule la production des
sidérophores par rapport aux autres modalités damsilieu contenant a la fois Fe et MT. Pour
P. fluoresceng’'immobilisation dans le milieu Fe et MT augmetdegroduction de sidérophores
par rapport aux cellules libres bien que les dififées observées ne soient pas significatives au
vu de 'TANOVA, excepté pour TIF avec le lait écreniependant, en présence de MT, I'ajout
de lait-écréemé a tendance a diminuer légéremenprtaluction de sidérophores p#&.

fluorescengar rapport au milieu sans lait-écrémé.
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Figure 3.33: Production spécifigue moyenne d& aeruginosaen fonction des
différentes modalités d’inoculation : CL : cellulébres, CI: cellules immobilisées, lec : lait
ecreme, indépendamment du facteur temps. Lesdattreespondent aux groupes homogenes
déterminés d’aprés 'ANOVA. TIF : taille inoculunaible, TIE : taille inoculum élevée, MT :
mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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Figure 3.34: Production spécifique moyenne d& fluorescensen fonction des
différentes modalités d’inoculation : CL : cellulébres, ClI: cellules immobilisées, lec : lait
écrémé, indépendamment du facteur temps. Lesdatogespondent aux groupes homogenes
déterminés d’aprés 'ANOVA. TIF : taille inoculunaible, TIE : taille inoculum élevee, MT :

mélange de métaux (Cr, Hg, Pb).
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4. Test de phytoextraction sur sable/perlite

L'impact de l'inoculation de trois microorganism@soducteurs de sidérophoreB. (
aeruginosaP. fluorescen®t R. metallidurany a été testé sur les performances maximales de
phytoextraction d’'un mélange de Cr, Hg et Pb pamaiils Zea may} utilisé en tant que plante
modele. Un mélange sable/perlite stérilisé a étdéarniné avec le mélange de métaux et incubé
trois semaines avec chaque microorganisme. Ledditavailler avec un substrat stérilisé permet
de s’affranchir du facteur prédation par les proties et/ou de la compétition vis a vis des
microorganismes indigénes du sol.

La survie microbienne n’a pas été évaluée dans éttide du fait de I'hétérogénéité du
substrat. Le pH ne varie pas significativementestgr début (7,56) et la fin de I'expérience
(7,45) quelque soit la modalité.

4.1. Production de biomasse végétale

La concentration en métaux utilisés pour cettee(@ : 5 mg/kg sable/perlite ; Hg : 0,2
mg/kg sable/perlite et Pb: 13 mg/kg sable/perliitg) pas d'effet toxique significatif sur la
croissance des plantes non inoculées (pots témaasyapport au milieu sans métaux dans les
pots témoinstébleau I11.25).

L’inoculation des pots sans métaux aWecaeruginosaet ceux avec métaux inoculés
avec P. fluorescensse traduit par une augmentation significative debiamasse foliaire et
racinaire du mais apres 3 semaines de cultureygmuort au témoin non inoculéableau
[11.25). Ces microorganismes appartiennent en effet agdases connus pour leur capacité a
stimuler la croissance des végétaux, notammerde deea maygEgamberdiyevat al. 2002).
Cette augmentation peut s’expliquer par une me#l@ssimilation des nutriments par la plante
et/ou la production d’hormones de croissance ganiieroorganismes inoculés. La colonisation
racinaire paP. fluorescengtP. aeruginosgeut également jouer un rble dans la croissance d
végétal, grace a la production de pyoverdines ($&dral. 1991). La croissance du mais est
corrélée a la teneur en Fe du sol dont l'acquisigst elle-méme fortement liée a l'activité
microbienne du sol (Masalle al. 2000), ce qui sous entend un réle des sidéropaesgriens
dans la nutrition ferrigue du mais. Ces métaboliteésrobiens pourraient avoir un réle plus
important dans la chélation du Fe que les phytospléres, car ces derniers peuvent etre
rapidement dégradés dans le sol par les micromgees. Les ferri-sidérophores bactériens sont
transportés dans la racine par diffusion passives V& membrane plasmique des cellules
racinaires ou la réduction du Felll en Fell libéietes sidérophores (Marschner et Romheld

1994). Le réle des sidérophores de type pyovemlingyochéline dans la translocation du Fe n’a
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cependant pas encore été démontré a ce jour.
Tableau 111.25 : Comparaison des valeurs moyennes de biomasseitgrpdu le mais en
présence et en absence de métaux (Cr, Hg, Pb)fenetion du microorganisme inoculé. Les

lettres correspondent aux groupes homogenes détesrdiapres 'ANOVA.

Valeurs

moyennes Masse de feuilles (g) Masse de racines (Qg)
Sans métaux  Avec métaux Sans métaux  Avec métaux
Témoin 0,178b) 0,108(b) 0,143(b’c) 0,137(b’c)
P. aeruginosa 0,357(a) 0,179(b) 0,245(a’) 0,091(c)
P. fluorescens 0,205(b) 0,329(a) 0,149(b’c’) 0,245(a’)
R. metallidurans 0,160(b) 0,132(b) 0,092(¢c") 0,156(b")

4.2.  Extraction de métaux

L’accumulation du Pb dans les feuilles de maisptgs témoins est en moyenne 16 fois
supérieure a celle du Cligures 3.35 et 3.3h La vitesse de phytoextraction du mais pour le Pb
(0,40 ugl)) est par conséquent largement supéréeasdie du Cr (0,04 pg/j).

L’inoculation des pots avee. aeruginosaou P. fluorescenaugmente significativement
les teneurs en Cr dans les feuilles de mais, det2%ois respectivement, par rapport au témoin
(figure 3.35. La méme tendance s’observe pour le Cr dansdemas de mails avec une
augmentation significative des teneurs en Cr reégmeoent de 4,1 et 2,1 fois poBr aeruginosa
etP. fluorescens

La concentration en Pb dans les feuilles est seypéria celle du témoin pour les pots
inoculés aved®. aeruginoseet R. metalliduranset dans les racines pour les pots inoculés avec
P. aeruginosdfigure 3.36).

Pour le mercure, seule I'inoculation awcaeruginosamultiplie par 15 la concentration
en Hg dans les racines de mais par rapport au néqudicontient 1,1 mg Hg /kg MS dans les
racines (données non présentées). Les analyse$ cependant pas permis de détecter de
mercure dans les feuilles. Peu de plantes peucentrailer le mercure dans leurs feuilles et une
seule especé\zolla carolinianaa été recensée comme hypercacumulatrice, c’est aajable

d’accumuler dans ses feuilles plus de 10 mg dediigl® (Bennicelliet al.2004).
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Figure 3.36: Teneurs en Pb dans les feuilles et racines dis ma fonction du
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L’augmentation de la biomasse foliaire et racingiaur les pots inoculés avee.
fluorescengeut s’expliquer par une moindre accumulation brd&ns la plante. Dans certains
cas, les bactéries peuvent jouer le réle de bargarimmobilisant les métaux et réduisant ainsi
leur toxicité pour la plante (Lépeet al. 2000; Mullenet al. 1989). L'augmentation de la
biomasse racinaire pour les pots inoculés &:dtuorescen®u R. metallidurangen présence de
métaux par rapport aux pots sans metaux, peue@adement due a I'épaississement des racines
par subérification en réaction a la toxicité méqak (Piechalaket al. 2002). L'accumulation
élevée en métaux, notamment en Hg dans les radinesais inoculé avele. aeruginosapeut
expliquer la faible biomasse racinaire produiterp@port au témoin sans meétaux.

La quantité de Pb extraite par les feuilles etrisnes de mais est significativement
supérieure a celle du témoin pour les pots inocaMéesP. aeruginosaet P. fluorescengt avec
R. metallidurangour les quantités extraites par les feuill@bleau 111.26). L'inoculation avec
P aeruginosapermet en effet d’extraire 2,7 fois plus de Pb lparfeuilles que le témoin. En
revanche I'extraction du Cr par les feuilles de snaians les pots inoculés n'est pas
significativement différente du témoin bien quexdculation des pots avét aeruginoseet P.
fluorescensaugmente les quantités de Cr extraites par lesemcLa disponibilité quasi totale
des métaux ajoutés au meélange sable/perlite déésodtns I'étude de Srivastagtal. (1999)
ou Mishraet al. (1995) fait que I'effet des microorganismes sumabilité du Cr n’est pas
significatif par rapport au témoin. Les résultatéemus pour le Hg ne sont pas significativement
différents entre eux bien que l'inoculation Beaeruginosaaugmente la quantité de Hg extrait
par les racines. La variabilité importante desltasipour le Hg peut expliquer cette absence de

différences significatives.

Tableau 111.26 : Comparaison des valeurs moyennes des quanttéséthux extraites
(en pg/plante) par les feuilles et les racines désran fonction du microorganisme inoculé. Les

lettres correspondent aux groupes homogenes détesrdiapres 'ANOVA.

Feuilles Racines
Métal extrait
(Lg/plante) s Pb Cr Hg Pb
Témoin 0,2qd) 4,20(c) 6,84(d") 0,17(e") 37,03(b"

P. aeruginosa 1,20(d) 11,51(a) 18,10(c") 1,47(e") 94,04(a’)
P. fluorescens  1,57(d) 10,29(ab)  24,20(c") 0,25(e" 81,94(a)
R. metallidurans  0,43(d) 8,36(b) 3,57(d") 0,11(e" 21,04(b")
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L’inoculation du mais ave®. metalliduranspermet d’augmenter significativement le
facteur de translocation (FT)lu Pb et du Cr, par rapport au témdableau 111.27). L’effet de
I'inoculation deR. metalliduranssur la phytoextraction de métaux n’ayant pas lfalijet de
publication a ce jour, il est difficile d’affirmeque I'augmentation de la translocation est due a la
production de métabolites. Le sidérophore majoataroduit paRR. metalliduransl’alcaligine
E, peut mobiliser Cd, Pb et Zn dans un sol (Detlsl. 1999), mais il n’existe pas encore de
données sur les éventuelles interactions avec Gtgole FT du Pb est supérieur d’un facteur 2
a 3 a celui du Cr pour le témoin et les pots inéswved. aeruginosaP. fluorescenst R.
metallidurans Le Cr est a la fois moins accumulé que le Pb tes$euilles et les racines mais
également plus difficilement transloqué en raisersd forte affinité pour les parois des cellules
végétales (Aldrictet al. 2003). La séquestration passive fait en effetipales mécanismes de

résistance de la plante qui peuvent limiter ledfamn des métaux (Turner 1994).

Tableau 111.27 : Valeurs moyennes du facteur de translocatior) (R Cr et de Pb en
fonction du microorganisme inoculé. Les lettres regpondent aux groupes homogénes
déterminés d’aprés 'TANOVA.

Valeurs moyennes FT Cr FT Pb
Témoin 0,051b) 0,159(b")
P. aeruginosa 0,033(b) 0,063(b")
P. fluorescens 0,052(b) 0,125(b")
R. metallidurans 0,181(a) 0,625(a")

Le facteur de bioaccumulation (BBdu Cr est significativement supérieur & celui du
témoin avecP. aeruginosaet celui du Pb aveP. aeruginosaet R. metallidurans(tableau
111.28).

Tableau 111.28 : Valeurs moyennes du facteur de bioaccumulati®) de Cr et de Pb
pour les feuilles de mais en fonction du microorgiae inoculé. Les lettres correspondent aux

groupes homogénes déterminés d’aprés '’ANOVA.

Valeurs moyennes FB Cr FB Pb
Témoin 0,554bc) 2,939(b’)
P. aeruginosa 1,471(a) 4,564(a")
P. fluorescens 1,105(ab) 2,239(b")
R. metallidurans  0,732(ac) 4,612(a")

" Voir glossaire
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CONCLUSION

L'extraction du Pb par le mais cultivé sur un stdistable/perlite stérilisé est plus
efficace que celle du Cr, non seulement en ce opcarne le facteur de bioaccumulation mais
eégalement le facteur de translocation. L'inoculatevecP. aeruginosaR. metalliduranset P.
fluorescenspermet d’augmenter les teneurs en Cr et/ou endPls tes feuilles du mai®.
aeruginosaet P. fluorescengtant plus efficaces pour I'extraction du CrPetaeruginoseet R.
metalliduranspour I'extraction du Pb. Le FT du Cr et du Pbdstplus 3 et 4 fois supérieur au
témoin, respectivement, pour les pots inoculés &auetalliduransCette étude confirme celle
d’Hoéflich et Metz (1997) qui avaient démontré qliedculation deZea maysavec des bactéries
du genrePseudomonaaugmentait la production de biomasse végétale ptéievement de Cd,
Cu, Ni, Pb et Zn.

Cette étude réalisée dans des conditions favoraldas développement des
microorganismes inoculés a été mise en ceuvre a@hispe dans le sol pour augmenter le

rendement de phytoextraction.
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5. Test de phytoextraction en microcosmes de sol
5.1. Cinétique de phytoextraction

L’accumulation du Cr, Hg et Pb a été suivie penddnsemaines dans du mais cultivé en
logette climatisée dans des pots de terre contéaanl B. La spéciation des métaux dans le sol
a également fait I'objet d’'un suivi au cours du psmLa fraction dite bioaccessible a notamment
éte déterminée au moyen de plusieurs extractants.

La production de biomasse foliaire augmente derfaponentielle & partir de 1&8™
semaine pour atteindre 5,5 g de matiére seche [[d®)les feuilles et 1,2 g MS pour les racines
apres 11 semainefgure 3.37).

La quantité de Pb et de Cr accumulée dans ledds@st de 20 pg/plante environ au bout
de 11 semaines, bien que la quantité de Pb accamaitlégérement supérieure a celle du Cr le
au début de la cinétiquéidure 3.38. La quantité de Cr et de Pb accumulée dans Ese®m
semble atteindre un plateau a 8 semaines de cut@e respectivement 8,4 et 26,6 pg/plante.
La quantité de Hg n’est pas détectable dans leefeUEN revanche, la quantité de Hg extraite
par les racines de mais atteint 2,3 pg/plante atd®11 semainefiqure 3.39.

Les vitesses d’extraction présentées damatieau 111.29 correspondent a la quantité de
métal extrait entre deux temps de prélevement. itesse d’extraction du Pb est globalement
plus élevée dans les feuilles que celle du Cr.eGatésse est en revanche supérieure pour le Cr
dans les racines ce qui traduit la difficulté qu’'tes métaux a étre transloqués vers les feuilles.
La vitesse de préléevement du mercure par les rm@sketres faible, conséquence de I'incapacité
de la plante a le prélever efficacement et a I'auder.

Tableau 111.29 : Vitesses d’extraction des métaux (pg/j) dansféeslles et racines de
mais sur 11 semaines et moyenne par semaine.

Feuilles Racines

(STe?n”;?,fe) Pb(ugf)  Cr(ugf)  Pb(uof)  Cr(uof)  Hg (uol)
0,3 0,43 0,04 0,62 0,22 0,06
1 0,05 0 0,93 0,52 0,02
2 0,11 0,04 0,21 1,67 0,03
3 0,02 0 0,28 0,53 0,01
5 0,22 0,09 0,28 0,57 0
8 0,14 0,42 0,72 1,52 0,06
11 0,58 0,48 0 0,06 0,03

Moyenne 0,22 0,15 0,42 0,73 0,03

Une étude sur le mais a montré que I'accumulatioflol dans les feuilles atteignait son
maximum au bout de 15 semaines avec 80 ug/pldots, gue la vitesse maximale d’extraction

était atteinte au bout de 9 semaines avec envi®pd/j de Pb (Brennan et Shelley 1999). Cette
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étude a cependant été réalisée sur un sol contaawew2500 mg/kg de Pb, ce qui explique les
différences observées avec les résultats présentés

Pour la suite des expérimentations, le mais aéétdté a 8 semaines car cette durée est
un compromis entre une extraction maximale parrégsnes, tout en étant élevée pour la
biomasse foliaire, et le maintien de conditionsiroptes de fonctionnement du systéme
racinaire. En effet & ce stade, les pots sont endar taille suffisante pour éviter toute
compression des racines.

Plusieurs études ont montré que des extractantsami renseigner efficacement sur la
phytodisponibilité, comme par exemple le Ca@bur Pb (r=0,954) et Cr (r=0,951) avec
Sesamum indicunfGupta et Sinha 2006) ou le mélange Rhizo complesdifférents acides
organiques (voir matériel et méthode) avec le Rly poblé d’hiver (r=0,438) (Fenet al.2005).
Ces relations dépendent cependant fortement dudggaante ainsi que des propriétés du sol,
notamment du pH.

Pour notre étude, les concentrations en Cr et Plsatiiobtenues avec les différents
extractants (Ca@l DTPA, eau ultra pure, Rhizo, NaNOMgClL) ne sont pas corrélées
significativement ou corrélées négativement auruenen Cr, Pb, Hg des feuilles et des racines
de mais, excepté pour I'extraction de Cr avec l'a@tna pure (EUP) (0,659) et I'extraction de Pb
(0,570) et Hg (0,489) avec MgQtableau 111.30). Ainsi ces extractants ne permettent pas pour
cette étude d'évaluer la phytodisponibilité des augt Seule l'utilisation de Mgglpour la
spéciation de Pb pour les expériences suivantesgpiea d’évaluer la mobilité de ces métaux
dans le sol.

La concentration en Pb dans les racines est cersijificativement a la concentration
en Pb dans les feuilles de mais (r=0,704). Cela signifier que le Pb est absorbé et transloqué
de facon passive et est moins retenu par les ague le Cr dont le coefficient de corrélation
entre la concentration en Cr dans les feuillesgtracines est négatif (r =-0,272). En effet le
facteur de translocation (ou de transfert) du Risda mais est en moyenne de 0,33 contre 0,22
pour le Cr aprés 8 semaines de culture.
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Tableau 111.30 : Coefficients de corrélations de Pearson entsetd@eurs en métaux
extraits du sol et les teneurs en métaux dansdegep végétales du mais. Les valeurs en gras

sont significatives au seuil de 0,05.

Concentration en Cr  Concentration en Pb Concentration en Hg
(mg/kg MS) (mg/kg MS) (mg/kg MS)

Extractants Feuilles Racines Feuilles Racines Feuilles Racines

CaCb 0,311 -0,452 0,096 0,153 - -
DTPA 0,426 -0,380 0,150 0,418 - -
EUP 0,659 -0,210 -0,198 -0,100 - -
Rhizo 0,052 0,287 -0,481 -0,278 - -
NaNG; 0,414 -0,557 -0,003 0,065 - -
MgCl, 0,116 -0,573 0,387 0,570 - 0,489
Concgntration
®les fetillen 0,22 ' 0,704 ' '
(mg/kg MS)

En conclusion de cette étude préliminaire, nousnavestimé que la durée de notre
expérience de phytoextraction serait de 8 sema@teque I'extractant le plus indiqué en

particulier pour Hg et Pb, serait le Mg@e la méthode d’extraction de Tessier.

5.2.  Optimisation de la survie des microorganismes ifésu

Le principal facteur d’échec de la bioaugmentatiemt du stress auquel sont soumis les
microorganismes inoculés dans des matrices enwroantales (sols, sédiments) : oligotrophie,
présence de prédateurs, compétition pour les subsiis a vis des autres microorganismes
(Goldsteinet al. 1985). Nous avons testé différentes formulationatula de fagon a augmenter
a la fois la survie microbienne dans le sol etdelsde métaux a disposition de la plante.

L’immobilisation microbienne dans des supports &émpavorise d’une part 'adaptation
des microorganismes inoculés a leur nouvel enveorent grace a la protection temporaire
fournie par le support et permet d’autre part,r lelargage hors de la matrice d'immobilisation
afin de favoriser leur dissémination dans le sol.dutre avantage de I'immobilisation vient d’un
risque moindre de lessivage permettant de cons&sanicroorganismes inoculés dans la zone
racinaire (van Elsast al. 1992).

Les trois microorganismes sélectionnés a partirctlepitres précédent$. aeruginosa
R. metalliduranset P. fluorescensont été inoculés individuellement dans le sobBssforme de

cellules libres (CL) sans substrat ou avec dudaitmé (CL lec). Le lait écrémé a en effet
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montré qu’il pouvait favoriser la croissance dseudomonamais également la production de
sidérophores (voir paragraphe 3.3). L'immobilisatimicrobienne dans des billes d’alginate de
calcium sans (CI) ou avec substrat (Cl lec) a dgale été testée. Un témoin (T) non inoculé a

éte réalisé pour chaque modalite.

5.2.1. Analyses de pH et Eh

Le pH du sol témoin a globalement tendance a resédnle ou a diminuer Iégérement
entre TO et le temps final de I'expérience (TF)seBainestébleau I11.31).

L’inoculation des sols avec les cellules libres J@LP. aeruginosgour la modalité Cl
lec a tendance a augmenter le pH par rapport awinéd TF. Cette augmentation peut
s’expliquer par I'adsorption de ‘Hsur les parois bactériennes (Daughney et Fein)1998s
protons, comme ceux adsorbés sur les particuledldet la matiere organique ne sont pas pris
en compte car le pH (eau) ne considére que lesmsan solution. En revanche, le pH des pots
inoculés aved. metalliduransCL lec, R. metalliduransCl et P. fluorescensCl diminue par
rapport au témoin. Globalement, il semble que iE@rdntes modalités, indépendamment du

type de souche inoculée, n'aient pas d’'impact 8aatif sur le pH du sol

Tableau 111.31 : Valeurs moyennes de pH en fonction des diff@genmodalités
d’inoculation entre le début (TO) et la fin de [Bience (TF). Les lettres représentent les

groupes homogénes déterminés d’aprés 'ANOVA.

Valeurs moyennes de

CL CL lec Cl Cllec
pH
Témoin (TO) 6,38b) 6,55(a) 6,30(bc) 6,34(b)
Témoin(TF) 5,83(e) 6,47(ab) 6,42(ab) 6,16(cd)
P. aeruginosqTF) 6,34(b) 6,36(b) 6,40(ab) 6,34(b)
P. fluorescengTF) 6,34(b) 6,31(bc) 6,15(cd) 6,12(d)
R. metallidurangTF) 6,05(d) 6,06(d) 6,15(cd) 6,06(d)

Le potentiel redox entre TO et TF augmente en muogeour le témoin et diminue ou
reste stable pour les sols inoculésbleau 111.32). Le facteur inoculation a peu d’effet sur les
variations de Eh, excepté pour les pots inoculés Bseudomonas aerugingsaans lesquels le
potentiel redox tend a diminuer par rapport au f@mee qui peut étre relié a sa concentration
cellulaire plus élevée que celle des autres bast@ti par conséquent & une consommation accrue

d’oxygene (voir figure 3.4.1).
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Tableau 111.32 : Valeurs moyennes du potentiel redox (Eh) entioncdes différentes
modalités d’inoculation entre le début (TO) etitade I'expérience (TF). Les lettres représentent

les groupes homogénes déterminés d’apres 'TANOVA.

VElRUE rE(r)]yennes o CL CL lec Cl Cllec
Témoin (TO) 326bd) 341(ac) 306(cd) 327(bd)
Témoin(TF) 341(ac) 340(ac) 324(bd) 368(a)

P. aeruginosdTF) 273(e) 278(e) 311(cd) 322(bd)
P. fluorescengTF) 344(ac) 309(cd) 300(de) 323(bd)
R. metallidurangTF) 331(bd) 344(ac) 353(ab) 352(ab)

5.2.2. Analyses microbiologiques

La croissance des microorganismes inoculés marguésGFP est suivie dans le sol
durant 8 semaines. La croissance de ces microgrgasi est maximale entre 5 et 7 jours, en
particulier dans les milieux avec lait écrémé, pleisnombre de microorganismes diminue
progressivementfigure 3.40). La concentration cellulaire dénombrée a TO efdrieure a la
concentration théorique inoculée (6,7.1@llules/mL) en raison de la technique d’extractio
employée dont le rendement est peu éleve. Ce aésudist pas propre a notre étude puisque la
plupart des études s’accordent sur un rendemertraéion de bactéries du sol de quelques
pourcents (Lindhal et Bakken, 1995). Néanmoingydtgocole étant répété de facon uniforme, la

mesure permet de comparer tous les prélevements.
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Figure 3.40: Cinétique de croissance Be fluorescensnoculé dans le sol. CL : cellules
libres, CL lec: cellules libres + lait écrémé, :Ctellules immobilisées, CI lec: cellules

immobilisées + lait écrémé. Les barres verticapsésentent les écart-types.
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Globalement l'inoculation dB. aeruginosaest la plus efficace. Le nombre de cellules est
en moyenne 2,8 fois supérieur a celuiRlefluorescenst 5,3 fois a celui d&. metallidurans
(figure 3.41). Pour les trois microorganismes, la concentratielulaire pour la modalité CI
sans lait écremé n’est pas significativement dffiée de celle des CL. Les billes d’alginate sont
effectivement dégradées assez rapidement dans |Jeasobout d’'une semaine environ,
probablement du fait de la consommation de l'alginear les microorganismes indigenes.

Le traitement le plus efficace en terme de survierabienne pour les trois
microorganismes est celui avec les cellules liese lait écrémé (CL lec), excepté pdrr
metalliduranspour qui le traitement avec CIl lec donne la mémecentration. Le lait écréeme
inclus dans les billes d’alginate est sans doutmsnaccessible que mélangé directement au sol,
mais par ailleurs, il n’est pas consommeé priogaient par les microorganismes indigénes au

détriment de ceux inoculés.
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Figure 3.41: Concentration moyenne en cellules inoculées tassl, en fonction de la
technique d’inoculation, indépendamment du factemrps. Les lettres représentent les groupes
homogéenes déterminés d’aprées 'ANOVA. PR.: aeruginosa Pf: P. fluorescensRm : R.
metallidurans CL : cellules libres, CL Lec: cellules libres lait écrémé, CI: cellules
immobilisées, Cl lec : cellules immobilisées + Eitémé.

La croissance des microorganismes hétérotrophesixtofMHT) est maximale en
moyenne apres 2j d’incubation, excepté pour la niteéd@L lec pour laquelle la concentration
maximale en MHT est atteinte aprés 5j d’incubatiein pour les pots inoculés aveR.
metalliduransdont le pic de croissance des MHT est atteintsafird 2 semaines d’incubation
(données non présentées). Globalement les conttensraen microorganismes hétérotrophes
totaux des sols inoculés ne sont pas significatergrdifférentes du témoin excepté pour les sols

inoculés avedR. metalliduranset P. aeruginosapour lesquels le nhombre de MHT pour la
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modalité CL lec est 3,8 et 3,3 fois supérieur, eetipement, par rapport au témofig(re 3.42).
Cette augmentation ne correspond pas uniquemerd &idmasse supplémentaire liée a
I'inoculation puisque les microorganismes dénomlgeice a la GFP sont au maximum de
5,9.16 et 4,6.10 cellules/g de sol respectivement p&urmetalliduranset P. aeruginosaalors
que l'augmentation des MHT correspond environ a184et 2,7.18 cellules/g de sol
respectivement. L'inoculation de ces bactériesiajng la présence de lait écrémé a pu ainsi
stimuler le développement d’autres populations dassl.
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Figure 3.42: Concentration moyenne en microorganismes hétgoes totaux du sol en
fonction des différents traitements, indépendamnaentacteur temps. Les lettres représentent
les groupes homogenes déterminés d’aprées 'TANOVaA: PP. aeruginosaPf : P. fluorescens
Rm : R. metalliduransT : sol non inoculé. CL : cellules libres, CL Lecellules libres + lait
écreme, Cl : cellules immobilisées, Cl lec : cefuiimmobilisées + lait écrémé.

5.2.3.Analyse des fractions métalliques F1 et F2

L’inoculation du sol avec les microorganismes g@enés, quelque soit la modalité, ne
permet pas d’augmenter significativement la temeuCr dans la fraction F1 du sol, c’est a dire
la fraction échangeable, par rapport au téemiaguile 3.43). L’inoculation avedR. metallidurans
pour la modalité CL lec ou avét aeruginosatP. fluorescenpour la modalité Cl lec diminue
méme légerement la concentration en Cr dans Fiapaort au témoin. En revanche, I'ajout de
lait écrémé mélangé au sol, pour les sols inocalésion, augmente la teneur en Cr dans la
fraction F1, quelle que soit la technique d’'inotiola. Cette augmentation pourrait étre attribuée
a l'effet du lait écrémé sur les microorganismediganes du sol qui ont pu contribuer a

augmenter la mobilité du Cr.
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Figure 3.43: Concentration moyenne en Cr dans la fractioméol, indépendamment
du facteur temps. Les lettres représentent lespgohomogenes déterminés d’apres TANOVA.
Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescensRm :R. metalliduransT : sol non inoculé. CL : cellules
libres, CL Lec: cellules libres + lait écrémé, :Céellules immobilisées, CI lec: cellules

immobilisées + lait écrémé.
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Figure 3.44: Concentration moyenne en Cr dans la fractiom#2o0l, indépendamment
du facteur temps. Les lettres représentent lespgohomogenes déterminés d’aprés TANOVA.
Pa: P. aeruginosa, Pf: P. fluorescens, Rm : Ralligeirans, T : sol non inoculé. CL : cellules
libres, CL Lec: cellules libres + lait écremé, :Ctellules immobilisées, CI lec: cellules
immobilisées + lait écréme.
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La concentration en Cr dans la fraction F2 du satfion liee aux carbonates) n’est pas
non plus significativement supérieure au témoin epk& pour le sol inoculé aveR.
metalliduranspour la modalité Cl lecfiGure 3.44). Une réduction de la concentration en Cr
dans la fraction F2 est méme observée pour CL kec B. aeruginosaet R. metallidurans
Comme pour F1, la technique d’inoculation a plusndact sur le Cr dans F2 que le type de
microorganisme inoculé. L'ordre d’efficacité poarrmobilisation du Cr de la fraction F2 est le
suivant : CL lec > Cllec > CI > CL.

Seule I'inoculation du sol avde. aeruginosatR. metallidurangour la modalité CL lec
permet d’augmenter la teneur en Pb dans la fraétiofigure 3.45. Pour la fraction F2, seule
une diminution de la concentration en Pb est olésedans le sol inoculé pRr metallidurans
pour la modalité CL lecfigure 3.46). Cette diminution est probablement la conséquetece
'augmentation observée dans la fraction F1 poum&me modalité. De méme la technique
d’inoculation joue un réle sur le transfert des amwé&t d’'une fraction métallique a l'autre :
'augmentation moyenne pour le Pb de la fractiondbservée pour la modalité CL lec par
rapport a la modalité CL est de 1,10 mg/kg soletda diminution moyenne entre la modalité
CL lec et la modalité CL pour Pb F2 est de 0,94 kaqg/Cette diminution pourrait alors
s’expliquer par le transfert d’'une partie de PbEEsWbF1, d’ou 'augmentation observée pour

PbF1 pour la modalité CL lec.

< 3,0 -
(O]
(7]
3 25 -
(@]
V4
Is)
£ 2,0 -
T BPa
S 1,5 oOPf
c
o BRmM
< 1,0 1
= f ef ef ©f Ry
3
c 0,5 -
(@]
O

0,0 .

CL CL lec Cl Cl lec

Figure 3.45: Concentration moyenne en Pb dans la fractiodu%ol, indépendamment
du facteur temps. Les lettres représentent lespgohomogéenes déterminés d’aprés 'TANOVA.
Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescensRm :R. metalliduransT : sol non inoculé. CL : cellules
libres, CL Lec: cellules libres + lait écrémé, :Céellules immobilisées, CI lec: cellules

immobilisées + lait écrémé.
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Figure 3.46: Concentration moyenne en Pb dans la fractiodu2ol, indépendamment
du facteur temps. Les lettres représentent lespgohhomogenes déeterminés d’aprés TANOVA.
Pa :P. aeruginosaPf : P. fluorescensRm :R. metalliduransT : sol non inoculé. CL : cellules
libres, CL Lec: cellules libres + lait écremé, :Ctellules immobilisées, CI lec: cellules

immobilisées + lait écrémé.

5.2.4.Analyse globale des facteurs régissant la molak® métaux

Le tableau 111.33 présente la matrice de corrélation regroupandiféérents parametres
étudiés. Le pH est corrélé positivement au Cr dasdractions F1 et F2, or c’est en théorie
lorsque le pH augmente que le Cr et le Pb sont snoinbiles et devraient donc étre moins
présents dans ces fractions.

Le potentiel redox est corrélé négativement au merdb microorganismes inoculés (Ml)
ce qui était attendu puisque I'augmentation deitenbsse microbienne des MI et donc de la
respiration microbienne abaisse le potentiel reda.production de sidérophores tel que la
pyoverdine peut également conduire a une diminutionpotentiel redox du sol du fait du
prélévement de Bé&(Pidello 2003).

Les quantités de Cr dans la fraction F1 sont pasiient corrélées a la quantité de Pb
dans cette méme fraction (0,815). Cette corrélatmunrait signifier que I'évolution du Cr et de
Pb dans le sol d’étude est la méme dans les frectites bioaccessibles, et que leur mobilité est
régie par les méme meécanismes.

La quantité de Cr et de Pb dans la fraction Findlstencée positivement par le nombre
de microorganismes hétérotrophes totaux (MHT) @,600,808 respectivement). Par contre,
lorsque le nombre de MHT augmente, la concentraioiPb dans F2 diminue (-0,689), ce qui
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pourrait s’expliquer par la biosorption ou la biocacwulation de ces métaux par les
microorganismes.

De méme le nombre de microorganismes inoculés @¢t)positivement corrélé au Cr
(0,343) et au Pb (0,287) dans la fraction F1. Ceaences coefficients de corrélation sont
inférieurs a ceux obtenues pour les MHT. Cela &igaiit que les MHT sont majoritairement
responsables de la mobilisation de Cr et Pb dangaFXapport aux MI. Cette influence peut
s’expliquer par I'apport d’un substrat non spéciéigle lait écrémé, qui ajouté en mélange au sol
pour la modalit¢ CL lec favorise les microorganismiadigenes, indépendamment des

microorganismes inoculés.

Tableau 111.33 : Matrice de corrélation donnant les coefficietésPearson. Les valeurs
en gras sont significatives au sew#0,05. MHT : microorganismes hétérotrophes totauk;

microorganismes inoculés.

pH Eh CrF1 CrF2 PbF1 PbF2 MHT MI
pH 1
Eh -0,373 1
CrF1 0,297 -0,160 1
CrF2 0,345 0,019 0,447 1
PbF1 0,009 -0,006 0,815 0,074 1

PbF2 -0,024 0,100 -0,758 0,046 -0,896 1
MHT 0,043 -0,121 0,600 -0,100 0,808 -0,689 1
Mi 0,337 -0,570 0,343 -0,098 0,287 -0,251 0,523 1
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CONCLUSION

La survie des microorganismes inoculés dans leesblfavorisée par I'ajout de lait
écrémé plus que par la technique d’inoculation (otiganismes libres ou immobilisés).
Cependant l'ajout de substrat directement au sofitpr également a la croissance des
microorganismes indigénes alors que la co-locatisadu lait écrémé dans les billes d’alginate
favorise surtout la croissance des microorganismasulés au détriment des microorganismes
indigenes. L'effet de I'immobilisation est réduiti dait de la vitesse de dégradation des billes
d’alginate dans le sol, qui disparaissent au baurtedsemaine.

L’inoculation des microorganismes n’a pas d’efighsicatif sur la teneur en Cr dans les
fractions métalliques les plus mobiles du sol céslire F1 et F2. Par contre, pour les modalités
avec cellules libres, I'ajout de lait écrémé ajodit@ctement au sol multiplie par 2 la teneur en
Cr dans la fraction F1 par rapport au sol sanl@émé, et augmente eégalement les teneurs en
Cr dans F2. Pour le Pb, I'ajout de lait écréeméatément au sol augmente la concentration de Pb
dans F1 mais diminue la concentration en Pb dafradtéion F2, que le sol soit inoculé ou non.
L’inoculation du sol avec des cellules libres He aeruginosaet R. metalliduranspour la
modalité avec lait écréemé augmente respectivemantl3 et 1,9 les teneurs en Pb dans la
fraction F1.

Globalement le traitement le plus efficace en terde survie microbienne et
d’augmentation de la mobilité des métaux dans lesiodonc le traitement avec conjointement

les cellules libres et le lait écrémé, en parterudived®. aeruginosatR. metallidurans
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5.3.  Phytoextraction couplée a la bioaugmentation duagotole
L’expérience de phytoextraction couplée a la bioaeigtation est réalisée avec les
mémes modalités que précédemment (microorganisgssst technique d’inoculation, et durée
de I'expérience). La plante modéle utilisée eshéds Zea mayd..). La bioaugmentation du sol
est réalisée avec deux microorganismes connusgbaurhizosphériques du mal @eruginosa
et P. fluorescens et un microorganisme non rhizosphérique du m&s rfetallidurank
L’avantage de l'inoculation d’'un microorganisme ndmzosphériqgue est que son spectre
d’action est potentiellement plus large dans le ot les autres bactéries si celles-ci ne

colonisent que les racines.
5.3.1.Analyses de pH et Eh

Comme pour I'expérience sans plante, le pH dimienige TO et TF quelle que soit la
modalité {ableau I11.34). Le pH (eau) des modalités avec lait écrémé iggiificativement
inférieur a celui des modalités sans lait écréneni@me I'inoculation du sol avec les bactéries
pour les modalités avec lait écremeé, diminue derfagnificative le pH par rapport au témoin,

en particulier les sols inoculés av@caeruginosa

Tableau 111.34 : Valeurs moyennes du pH (eau) en fonction defgreifites techniques
d’inoculation entre le début (TO) et la fin de [Erience (TF). Les lettres représentent les

groupes homogénes déterminés d’aprés 'ANOVA.

Valeurs rgl(_)lyennes de cL CL lec Cl Cl lec
Témoin (TO) 6,38b) 6,55(a) 6,32(b) 6,37(b)
Témoin(TF) 6,14(c) 6,00(c) 6,08(c) 6,01(c)

P. aeruginosqTF) 6,04(c) 5,53(f) 6,12(c) 5,65(e)
P. fluorescengTF) 6,05(c) 5,96(c) 6,03(c) 5,77(de)
R. metallidurangTF) 6,29(b) 5,84(d) 6,11(c) 5,79(de)

Le potentiel rédox augmente entre TO et TF, notaminavec linoculation deP.
aeruginosaltableau 111.35). La valeur la plus élevée, en moyenne, corresgoladmodalité Cl
lec. Les autres modalités ne different pas sigaifiement du témoin. Cette augmentation entre
le début et la fin de I'expérience peut corresperalia croissance racinaire de la plante qui aére

le sol et augmente les échanges gazeux dans le sol.
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Tableau 111.35 : Valeurs moyennes de Eh (mV) en fonction destdbffites techniques
d’inoculation entre le début (TO) et la fin de [[Bience (TF). Les lettres représentent les
groupes homogénes déterminés d’aprés 'ANOVA.

Valeurs moyennes de

Eh (mV) CL CL lec Cl Cl lec
Témoin (TO) 304,@bc) 246,0(d) 303,7(bc) 233,3(d)
Témoin(TF) 291,0(c) 313,7(bc) 306,3(bc) 328,7(bc)

P. aeruginosqTF) 344,7(bc) 340,7(bc) 348,3(b) 392,0(a)
P. fluorescengTF) 318,3(bc) 324,5(bc) 314,3(bc) 352,7(b)
R. metallidurangTF) 308,3(bc) 335,0(bc) 323,3(bc) 346,7(b)

Les résultats montrent qu’apres 8 semaines, le phad cultivé est significativement
inférieur de 0,3 unité a celui des expériences saafs {ableau 11.36). Les racines ayant
fortement colonisé le sol, I'exsudation d’acidegamiques ou de protons par les racines peut
expliquer cette baisse de pH. Le pH du sol rhizéspghe est en général plus bas de 1 a 2 unités
gue celui du sol non rhizosphérique (Hinsingeal. 2003). En revanche le potentiel redox n’est

pas significativement différent en moyenne dansalrtultivé ou non avec du mais.

Tableau 111.36 : Comparaison des valeurs moyennes de pH(eau) het(ngVv),
indépendamment de la technique d’inoculation, pesiexpériences avec mais et sans mais. Les

lettres représentent les groupes homogeénes détesmiapres 'TANOVA.

Valeurs moyennes pH (eau) Eh (mV)
Avec mais 5,9b) 330,6(a")
Sans mais 6,@) 325,8(a’)

5.3.2. Analyses microbiologiques

La concentration maximale en microorganismes darsol non rhizosphérique (c’est a
dire non adhérant aux racines) est atteinte apres75j pour les trois bactéries (données non
présentées). En fin d’expérience (a 8 semaines)y,dacentrations cellulaires microbiennes sont
identiques quels que soient la technique d’inocutaet le microorganisme, excepté pdrir
fluorescensDans ce dernier cas, la modalité Cl lec, c’edira les cellules immobilisées avec

lait écrémé permet d’obtenir une concentratiorutaile plus élevédigure 3.47).
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Figure 3.47 Cinétique de croissance &e fluorescensnoculé dans le sol. CL : cellules
libres, CL lec: cellules libres + lait écrémé, :Ctellules immobilisées, CI lec: cellules
immobilisées + lait écrémé. Les barres verticapsésentent les écart-types.

Indépendamment du facteur temps, le lait écrémérifserla croissance d& aeruginosa
et P. fluorescensen particulier avec les cellules libres Be aeruginosa(figure 3.48. En
revanche, la croissance d®& metalliduransne dépend pas de la technique d’inoculation.
Globalement les concentrationsBleaeruginosasont supérieures a celles@efluorescenst de

R. metallidurans
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Figure 3.48: Concentration moyenne en microorganismes ingculéns le sol en
fonction des différents traitements, indépendamnaentacteur temps. Les lettres représentent
les groupes homogenes déterminés d’aprés 'ANOVa. P. aeruginosaPf : P. fluorescens
Rm : R. metalliduransCL : cellules libres, CL Lec : cellules libreslait écremé, CI : cellules

immobilisées, Cl lec : cellules immobilisées + Egrémé.
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L'effet des différentes techniques d’inoculation r sues concentrations en
microorganismes inoculés dans le sol ne dépendedes présence de la planfigres 3.41 et
3.48. Par contre, en présence de mais la concentratinlaire deP. aeruginosaet R.
metallidurars est respectivement 1,9 et 1,3 fois plus éleveen@yenne. Bien que ces mesures
aient été faites dans le sol dit non rhizosphériqigst a dire non adhérant aux racines, la densité
élevée de racines dans les pots au bout de 8 sesgriaiese a penser que les exsudats racinaires
ont eu un impact sur la concentration bactérienmesal. Les racines de mais exsudent de
nombreuses molécules, dont des sucres, principatedueglucose (51%), du sucrose (17%) et
du fructose (11%), qui favorisent la croissancerafienne dans la rhizosphére (Baudetral.
2003; Kraffczyket al.1984).

Les différentes modalités d’inoculation n'ont pammlus, d’'impact sur le nombre de
microorganismes qui se sont développés sur lesegadu mais (zone rhizosphérique), excepté
P. fluorescengvec la modalité CI lec ot le nombre de microoigaes (7,5.10cellules/g de
racines) est significativement supérieur au tén{gib.1d cellules/g de racinesfigure 3.49).
Comparé &R. metalliduransles deuxPseudomonasonnus pour étre rhizosphériques du mais

(Lambertet al. 1987), présentent des concentrations plus élevées.
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Figure 3.49: Concentration moyenne en microorganismes ingcdEnombrés sur les
racines en fonction des différents traitementsgpahdamment du facteur temps. Les lettres
représentent les groupes homogénes déterminés APIGYA. Pa: P. aeruginosa Pf: P.
fluorescensRm : R. metalliduransCL : cellules libres, CL Lec : cellules libreslait écrémé,

ClI : cellules immobilisées, Cl lec : cellules imni@ges + lait écrémé.
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Les concentrations en microorganismes rhizosphésigont en général plus élevées que
celles observées dans le sol non rhizosphériquest @lobalement le cas ici, quels que soient la
technique d’inoculation et le microorganisme in@éculotamment pour les cellules libresRie
fluorescengddont la concentration cellulaire sur les racingtsjesqu’a 25 fois supérieure a celle
mesurée dans le sol.

Le nombre de microorganismes hétérotrophes totasxsals enrichis en lait écrémé,
inoculés ave®. aeruginosaP. fluorescen®u R. metalliduransest supérieur a celui du témoin,
excepté pour le sol inoculé avBc metallidurangour la modalité ClI ledigure 3.50). Aucune
différence significative n’est observée entre lexdalités Cl lec et CL lec powr. aeruginosa
alors que pouP. fluorescen®t R. metalliduransla modalité CL lec stimule la croissance par

rapport a Cl lec.
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Figure 3.50 Concentration moyenne en microorganismes hétfoés totaux dans le
sol en fonction de la technique d’inoculation, ipdédamment du facteur temps. Les lettres
représentent les groupes homogenes déterminesd 8BNOVA. Pa :P. aeruginosaPf : P.
fluorescens Rm : R. metallidurans T : témoin (non inocul€). CL : cellules libresl Cec :
cellules libres + lait écrémeé, ClI: cellules immidies, Cl lec : cellules immobilisées + lait
écrémeé.

Le nombre de microorganismes hétérotrophes totatiglebalement supérieur pour les
pots sans maisigure 3.42), excepté pour les sols inoculés afPedluorescensLa concentration
en microorganismes hétérotrophes totaux varie aies?,9.10 & 5,4.16 cellules/g de sol sec
pour I'expérience avec mais a 3,8.201,19.18 cellules/g de sol sec pour I'expérience sans
mais. Il est possible que la présence d’exsudaisaiees ait pu diminuer a la fois la diversité
microbienne, c’est a dire le nombre de taxons mtéset le nombre total de microorganismes au

profit d’espéces compétitrices (Yang et Crowley @0Q.es exsudats racinaires d’'une plante
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donnée peuvent en effet orienter le développemepbgulations bactériennes spécifiques grace
a la présence de substrats carbonés dans les exsudgrace a la production de molécules
signal de type homosérines lactones (Fatagl. 1999; Kowalchulet al.2002).

Le nombre de microorganismes totaux attachés aumxasne varie pas significativement
par rapport au témoin quels que soient la technitjmeculation ou le microorganisme inoculé,
excepté avecP. fluorescenspour la modalité CL, pour laquelle la concentmatien
microorganismes rhizosphériques atteint 6,8.t@llules/g de racindigure 3.51). Le nombre
de microorganismes totaux rhizosphériques étanériayy de 4 log a celui dd3. fluorescens
dénombrées sur les racines de magure 3.49, cette augmentation pour la modalité CL est
probablement due au développement des microorgasigmligenes, peut-étre sous l'influence
de l'inoculation deP. fluorescens.
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Figure 3.51: Concentration en microorganismes hétérotroploégux fixés sur les
racines selon la technique d’inoculation, indépemd@nt du facteur temps. Les lettres
représentent les groupes homogenes déterminesd 8aNOVA. Pa :P. aeruginosaPf : P.
fluorescens Rm : R. metallidurans T : témoin (non inoculé€). CL : cellules libresl. Cec :
cellules libres + lait écrémé, ClI: cellules immidies, Cl lec : cellules immobilisées + lait

écrémeé.
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5.3.3. Analyse des fractions métalliques F1 et F2

Les teneurs en Cr dans la fraction F1 pour lesisotsulés ave®. fluorescensu pour le
témoin non inoculé, sont significativement supéesua celles des sols inoculés awc
aeruginosaet R. metalliduransjndépendamment du facteur tem(figure 3.52). Pour les sols
inoculés aved. fluorescensou pour le témoin, la concentration en Cr dansrdation F1
augmente au cours du temps, quelle que soit lanigod d’inoculation, en particulier entre la
5°M€ et la 8™ semaine (données non présentées). Pour les salslds ave®. aeruginosala
concentration en Cr est maximale entre 5 et 7 jpuis diminue ensuite. Cette évolution semble
liée a la croissance des cellulesRieaeruginosadont la concentration maximale est également
observée dans cet intervalle de temps. Les résuttahtrent enfin que pol. aeruginosaet R.
metallidurans les teneurs en Cr dans F1 sont globalement pawe&s en présence de lait

écrémé, peut-étre du fait de 'augmentation deslasdé microbienne du sol (figure 3.50).
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Figure 3.52: Concentration moyenne en Cr dans la fractioméol, indépendamment
du facteur temps. Les lettres représentent lespgohomogenes déterminés d’aprés 'TANOVA.
Pa :P. aeruginosaPf: P. fluorescensRm : R. metallidurans CL : cellules libres, CL Lec:
cellules libres + lait écrémé, CI : cellules immdgies, Cl lec : cellules immobilisées + lait

écrémeé.
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L’inoculation du sol ave®. fluorescen®t R. metalliduransaugmente significativement
la concentration en Cr dans la fraction F2 par odappu témoin, excepté pour la modalité Cl
(figure 3.53. Pour P. aeruginosa aucune différence significative n’est observé®orsda
technique d’'inoculation. La présence de lait écréomribue a la diminution des teneurs en Cr
dans la fraction F2 mais uniquement pour le tém&our P. aeruginosala concentration
maximale en Cr F2 est atteinte au bout de 2 j,lgugle soit la technique d’inoculation, avec 5,1
mg Cr/kg de sol, concentration qui diminue progk&saent ensuite pour atteindre 2,9 mg Cr/kg
de sol en moyenne en fin d’expérience (données présentées). La méme tendance est
observée pouR. metalliduransA I'inverse, la concentration en Cr dans la fiatt~2 augmente
globalement entre TO et TF pour le témoin et Idisiles immobilisées d@. fluorescensavec un
pic a 2 semaines et a 5 semaines pour les celibtes.
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Figure 3.53: Concentration en Cr dans la fraction F2 du salon la technique
d’inoculation, indépendamment du facteur temps. LleHires représentent les groupes
homogenes déterminés d’apres 'ANOVA. PR.: aeruginosa Pf: P. fluorescensRm : R.
metallidurans CL : cellules libres, CL Lec: cellules libres lait écremé, CIl: cellules
immobilisées, Cl lec : cellules immobilisées + Eatémé.

L’inoculation du sol ave®. aeruginosat R. metalliduransguelle que soit la technique
d’inoculation augmente significativement la concentration erd&ts la fraction F1 par rapport
au témoin, tandis que l'inoculation &e fluorescens’a pas d'impact significatif sur les teneurs
en Pb dans FIfigure 3.54). Aucune différence significative n’est observéipP. fluorescens
ou le témoin selon la technique d’inoculation. Bnfes modalités les plus efficaces sont Cl lec
pourR. metalliduranst CL pourP. aeruginosa

Les teneurs en Pb dans la fraction F2 du solsgnificativement supérieures au témoin

pour les sols inoculés avec metalliduranset enrichis en lait écrémé et acfluorescengpour
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les modalités CL et ClI ledigure 3.55). En revanche les teneurs en Pb dans la fracodes
sols inoculés aveP. aeruginosasont significativement inférieures au témoin qaejle soit la
modalité. Pour les sols inoculés avec aeruginosa la présence de lait écrémé augmente

significativement les teneurs en Pb dans la fradi® par rapport aux sols sans lait écrémé.
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Figure 3.54: Concentration en Pb dans la fraction F1 du selpn la technique
d’'inoculation, indépendamment du facteur temps. LleHires représentent les groupes
homogenes déterminés d’aprés 'ANOVA. PR.: aeruginosa Pf: P. fluorescensRm : R.
metallidurans CL : cellules libres, CL Lec: cellules libres lait écrémé, CIl: cellules
immobilisées, Cl lec : cellules immobilisées + Eitémé.
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Figure 3.55: Concentration en Pb dans la fraction F2 du selors la technique
d’'inoculation, indépendamment du facteur temps. LleHires représentent les groupes
homogenes déterminés apres ANOVA. PR.: aeruginosa Pf: P. fluorescens Rm: R.
metallidurans CL : cellules libres, CL Lec: cellules libres lait écrémé, CIl: cellules
immobilisées, Cl lec : cellules immobilisées + Eitémé.
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L’inoculation deP. fluorescensemble étre relativement peu efficace sur la ntéhiles
métaux dans la fraction F1 étant donné le peu d'@mservé avec les pots témoin. Les études
précédentes ont montré gBe fluorescengproduit quantitativement moins de sidérophores que
P. aeruginosa(voir paragraphe 3) et est moins résistante awamgél de métaux que ne peut
I'étre R. metallidurangvoir tableau 111.8).

Indépendamment de la techniqgue d'inoculation, l@&sence du mais augmente
significativement les teneurs en Cr dans les foastiF1l et F2 ainsi que celles du Pb dans la
fraction F1 par rapport a I'expérience sans maibl€au 111.37). L'effet inverse est observé
pour le Pb dans la fraction F2. Cette augmentagfiete sans doute la diminution du pH due a
la présence de maigbleau 111.36). Un pH faible contribue en effet & augmenter &bitité des
métaux en diminuant le nombre de sites d’adsorpdisponibles pour les métaux dans le sol
(Arnfalk et al. 1996). Par conséquent une diminution de pH pedaeigmenter les teneurs dans
les fractions bioaccessibles ou les métaux somtésbiangeables (F1) soit liés aux carbonates
(F2). La présence de mais joue non seulement spHlen le diminuant mais aussi sur la
mobilité des métaux dans le sol grace égalementasndats contenant des acides organiques
capables de complexer les métaux (citrique, maligualique) (Marschener 1998; Menehal.
1987)

Cette augmentation peut aussi refléter la stimadagiar les exsudats racinaires du mais
de la production de métabolites bactériens (Lattuwal. 1996). Le mais exsude notamment du
fructose et du glucose, substrats qui stimuleptdauction de sidérophores garaeruginosaet

P. fluorescengvoir chapitre 2).

Tableau 111.37 : Comparaison des teneurs moyennes en Cr et Rblelmfractions F1 et
F2 (mg/kg de sol sec) pour les expériences avears mais. Les lettres représentent les groupes

homogenes déterminés d’apres 'TANOVA.

Teneurs en mg/kg de sol se Avec mais Sans mais
CrF1 0,290) 0,15(h)
CrF2 4,07(c) 3,85(d)
Pb F1 3,13e) 0,96(f)
Pb F2 10,96b) 12,84(a)
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5.3.4. Production de biomasse végétale

La biomasse foliaire produite par le mais pour peds inoculés n‘augmente pas
significativement par rapport au témoin, exceptérg®. aeruginosapour la modalité CI lec
(tableau 111.38). Indépendamment du microorganisme inoculé, lambise foliaire des
modalités avec lait écrémé augmente en moyenneg 2t 2,3 g respectivement pour les
modalités Cl lec et CL lec comparé a 1,4 g en moggour les modalités sans lait écrémé. Le
lait écrémé peut constituer une source directeutienments pour la plante. En revanche, I'effet
PGPR constaté aveP. fluorescengpour I'expériencén vitro n’est pas visible ici, soit en raison
de la compétition avec les autres microorganisnoegasce que les métabolites responsables de
cet effet PGPR ne sont pas produits en quantitéisanfe ou sont dégradés par les
microorganismes indigenes. Pour la biomasse raeinain’y a pas de différences significatives
guels que soient I'inoculum ou la modalité, excquiér les pots inoculés avec metallidurans
pour la modalité ClI lec, pour laquelle la biomagseduite est 2,9 fois inférieure au témoin.
Cette diminution peut s’expliquer soit par un effdtibiteur de I'inoculation d®. metallidurans
sur la croissance des racines ou par une augnenti la teneur en métaux dans les racines
pour cette modalité, ce qui provoquerait un effgtique et diminuerait la biomasse.

Tableau [11.38 : Valeurs moyennes de la biomasse (en g) prodntdonction des
différentes techniques d’inoculation. Les lettreprésentent les groupes homogéenes déterminés
d’apres TANOVA.

Biomasse (g) CL CL lec Cl Cllec
Témoin 1,63bc) 2,18(bc) 1,44(bc) 2,73(b)
P. aeruginosa 1,23(bc) 2,64(b) 1,57 (bc) 4,51(a)
Feuilles
P. fluorescens 1,46(bc) 1,88(bc) 1,52(bc) 1,97(bc)
R. metallidurans 1,39(bc) 2,75(b) 1,27(bc) 0,94(c)
Témoin 0,74a’b’) 0,42(a’b’) 0,48(a’®’)  0,93(a’)
P. aeruginosa 0,35(b’) 0,48(a’b’) 0,46(a’b’) 0,82(a’b’)
Racines

P. fluorescens 0,45(a’b’) 0,80(a’b’) 0,47(a’b’) 0,52(a’b’)
R. metallidurans 0,30(b") 0,61(a’b’) 0,43(ab) 0,28(b")

" Voir glossaire
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5.3.5. Teneurs en métaux dans les feuilles et racines.

L’inoculation des pots avec des cellules libres @& P. aeruginosaP. fluorescenst
des cellules libres dB. metalliduransavec du lait écrémé (CL lec) augmente significatient
la concentration en Cr dans les feuilles de maispactivement de 4,3 ; 3,4 ; et 4,5 fois par
rapport a leurs témoins respectifigyre 3.56). En revanche, seule linoculation avéc
fluorescengmodalité CL lec) permet d’augmenter la concerdraen Cr dans les racines par

rapport au témoin, mais pas de fagon significative.
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Figure 3.56: Concentration en Cr dans les feuilles (F) eines(R) du mais, en fonction
de la technique d’inoculation. Les lettres représetles groupes homogéenes déterminés d’aprés
ANOVA. Pa: P. aeruginosa Pf: P. fluorescensRm : R. metallidurans,T : témoin. CL :
cellules libres, CL Lec : cellules libres + laitrémeé, CI : cellules immobilisées, Cl lec : cellules
immobilisées + lait écrémé.

Pour le plomb, I'inoculation des pots aecaeruginosaCL permet comme pour le Cr,
d’augmenter les concentrations en métaux danseledles d'un facteur 3,4 par rapport au
témoin CL {igure 3.57). L'inoculation deR. metallidurangmodalité CI lec) permet également
d’augmenter les teneurs en Pb dans les feuill&2tis par rapport au témoin. Le prélévement
de Cr et de Pb dans les feuilles de mais semblailbeurs étre corrélé pour les deux modalités
CL et CI lec. L'inoculation de cellules libres d® aeruginosaet R. metalliduransdiminue
significativement les teneurs en Pb dans les raqiae rapport au témoin, les bactéries auraient
alors un rdle protecteur vis a vis du Pb pour &snes de mais, ou améliorerait le facteur de

translocation.

-197 -



Partie Ill : Résultats et discussion

N
o
|
|
1

-
(&)
1
@)
(o

i

Concentration en Pb dans les feuilles
(mg/kg MS)

10 -
wn
T (D)
2
(&}
©
o
0 —
wn
[
40 Sa
o=
g0 o
B
120 SE
I g
-+ 160 =
8
- DPaF OPfF ORmF OTF WPaR MPfR @RmR @TR, 200 §

Figure 3.57: Concentration en Pb dans les feuilles (F) eheac(R) du mais, en fonction
de la technique d’inoculation. Les lettres représeles groupes homogéenes déterminés d’aprés
ANOVA. Pa: P. aeruginosa Pf: P. fluorescensRm : R. metallidurans,T : témoin. CL :
cellules libres, CL Lec : cellules libres + laitrémeé, Cl : cellules immobilisées, Cl lec : cellules
immobilisées + lait écrémé.

Les concentrations en Hg dans les feuilles de sw@is nulles ou inférieures au seuil de
détection. Les concentrations dans les racinesmepas significativement différentes quels que
soient I'inoculum ou la modalité d’inoculation (doées non présentées). Ces valeurs varient de

1,2 a 2 mg de Hg/kg de MS.

Le tableau 111.39 présente les teneurs en métaux du mais prélesiéaamop a deux stades
végeétatifs comparativement aux teneurs de I'expédeen pot, en conditions controlées. Ce
tableau montre que les résultats des expériencpstersont différents de ceux enregistrés sur le
terrain, en particulier pour le Pb dans les fesillt le Pb et le Cr dans les racines. Le
prétraitement du sol par tamisage et triage aindimtaux d’humidité, un éclairage et une

température constants expliquent trés certainenendifférences.
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Tableau 111.39 : Concentrations moyennes en Cr et Pb (xécarf-types le mais préleve
sur la parcelle d’étude (sol B) le 18/06/04 pourstade 6-8 feuilles et le 30/09/04 au stade
récolte et dans le mais au stade 6-8 feuillesveéukin pots en conditions contrdlées pour la
modalité témoin (mg de métal/kg de MS).

Concentration dans les feuilles Concentration dans les racines
(mg/kg MS) (mg/kg MS)

Métaux Cr Hg Pb Cr Hg Pb
Mais stade 1,82 <ld 6,31 45,54 0,74 28,43
6-8 feuilles (20,73) (+1,51) (x14,52) (+0,20) (+3,72)
Mais stade 0,44 <ld 5,49 31,62 0,32 20,00

récolte (x0,06) (+1,25) (¢5,99) (+0,29) (+2,82)
Expérience

2,24 1,34 107,35 1,03 86,86
en pot stade (+1,41) <ld (x0,53) (+45,63) (20,72) (+36,86)

6-8 feuilles
<Id : inférieur a la limite de détection

Les plantes cultivées sur les sols inoculés &auetallidurangmodalité CL lec) et avec
P. aeruginosalmodalité CI lec) extraient respectivement 5,5 dt fois plus de Cr dans leurs

feuilles que leurs témoindigure 3.58). Toutes les autres modalités ne montrent aucune

différence par rapport au témaoin.
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Figure 3.58: Cr extrait par les feuilles (F) et racines (R) mhais en fonction de la
technique d’inoculation. Les lettres représentast ¢roupes homogenes déterminés d’aprés
'ANOVA. Pa: P. aeruginosaPf: P. fluorescensRm : R. metallidurans,T : témoin. CL :
cellules libres, CL Lec : cellules libres + laitrémé, Cl : cellules immobilisées, Cl lec : cellules
immobilisées + lait écrémé.
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Les quantités extraites par les racines de maigr pes sols bioaugmentés, sont
inférieures ou peu différentes du témoin, quel qa@ le microorganisme, excepté pder
fluorescengour la modalité CL lec, ou la quantité extraige [@s racines est 3,3 fois supérieure
a celle du témoin.

Les teneurs en mercure accumulées dans les feddlesais sont nulles ou inférieures au
seuil de détection. Seule la quantité de Hg eetadtr les racines pour la modalité CL lec du sol
inoculé aved. fluorescen®st supérieure au témoitiglre 3.59. Cette augmentation peut étre
liée a l'augmentation de la biomasse racinaire poette modalité (tableau 11.38) et a

'augmentation de la concentration en Hg pour l&s pnoculés avek. fluorescens

3,0 T
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2,0 - +

0,0
0,5
1,0
15

] ' L 20
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Hg extrait par les racines (1g)

Figure 3.59: Hg extrait par les feuilles (F) et racines (R) mhais, en fonction de la
technique d’inoculation. Les lettres représentast ¢roupes homogenes déterminés d’aprés
ANOVA. Pa: P. aeruginosa Pf: P. fluorescensRm : R. metallidurans,T : témoin. CL:
cellules libres, CL Lec : cellules libres + laitrémé, Cl : cellules immobilisées, Cl lec : cellules
immobilisées + lait écréemeé.

Les quantités de Pb extraites par les feuilleg®tacines de mais sont en moyenne 1,9
fois plus faibles que celles de Grg(re 3.60), ce qui contredit les résultats obtenus avec le
substrat sable/perlite stérile ou I'extraction dugr les feuilles était 16 fois supérieure a celle
du Cr (paragraphe 4.2). Il faut cependant noter dpres cette expérience sur sable/perlite, le
Pbll, sous forme Pb(N§) était plus mobile que le Crlll sous forme Gydles modalités les
plus efficaces pour I'extraction de Pb sont les e€mue pour le Cr, c’est a dife aeruginosa
(modalité ClI lec) pour I'extraction par les feudletP. fluorescengmodalité CL lec) pour les
racines avec une augmentation respective des terguPb de 3,8 et 3,9 par rapport aux

témoins.
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Figure 3.60: Pb extrait par les feuilles (F) et racines (R)rdais, en fonction de la
technique d’inoculation. Les lettres représent@st ¢roupes homogenes déterminés d’aprés
'’ANOVA. Pa: P. aeruginosa Pf: P. fluorescensRm : R. metallidurans,T : témoin. CL :
cellules libres, CL Lec : cellules libres + laitrémé, Cl : cellules immobilisées, Cl lec : cellules
immobilisées + lait écréemeé.

En conclusion la modalité la plus efficace pourraagter a la fois la quantité de Cr et de
Pb extrait par les feuilles de mais est donc l'idation du sol avec des cellules immobilisées de
P. aeruginosadans des billes d’alginate de calcium avec dudaiemeé. Les étuden vitro
d’optimisation de la production de sidérophoresdgeaphe 4) ont en effet montré que cette
formulation pouvait favoriser l'activité des sidplmres produits paP. aeruginosadans un
milieu contenant du Fe et des métaux par rappameinoculation de cellules libreglure
3.3).

Cependant, les faibles quantités de métal extrait permettent pas de diminuer
significativement les teneurs en métaux du gabléau I11.40). Ces résultats démontrent
également qu’il N’y a pas de perte par volatilsatpour le mercure ou par lixiviation lors de
I'expérience. La modalité qui permet d’extrairgolas de métaux par la plante entiere (feuilles et
racines) est la modalité avéc fluorescensinoculée sous forme de cellules libres avec du lai
écrémé (Pf CL lec), qui permet d’extraire 92 ugatel,5 ug de Hg et 80 pg de Pb par plante.
Rapporté au poids de terre de chaque pot, c'esed @ kg, la diminution de métal devrait étre
en théorie de 61 pg/kg sol pour le Cr, 1 ng/kgaepsur Hg et 53pg/kg de sol pour Cr. Cette
extraction n'est pas suffisante pour observer déférences significatives au niveau de la

concentration en métaux totaux en fin d’expérience.
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Tableau 111.40: Comparaison des teneurs en métaux totaux daswd & début (TO) et a

la fin de I'expérience (TF). Les lettres représenhtes groupes homogenes d’apres ’TANOVA.

Concentration en

meétaux (mg/kg de sol) o "o i
TTO 477,5a) 11,3(a) 380,1(a")
TTF 472,6(a) 11,8(a’) 392,2(a”)
PaTF 469,7a) 11,1(a) 372,4(a")
PfTF 483,0@) 11,9(a") 385,1(a")
Rm TF 480,5a) 11,3(a) 382,5(a")

Le facteur de translocation (FT) du Cr et du Pbsagtificativement supérieur pour les
sols inoculés aveP. aeruginosaou R. metallidurangar rapport au témoin, quelle que soit la
technique d’inoculationtgbleau 111.41). En revanche, les résultats obtenus pgauiluorescens
ne sont pas différents du témoin. Cette augmentatio facteur de translocation due a
I'inoculation deP. aeruginosau R. metallidurangpeut refléter la production de métabolites qui
a pu faciliter le transport des métaux des raciees les feuilles. Le transport du Pb ou du Cr est
en effet ameélioré lorsque ces métaux sont complaxés ligand car, dans ce cas, les métaux ne
sont plus retenus par les parois des cellules alggétcomme c’est le cas pour les ions
métalliques Pbll et Crlll (Haet al.2004; Srivastavat al. 1999).

Tableau I11.41 : Facteur de translocation moydaT( du Cr et du Pb, indépendamment
de la technique d’inoculation. Les lettres représetles groupes homogenes déterminés d’aprés
'TANOVA.

Facteur de translocation FT Cr FT Pb
Témoin 0,023b) 0,020(b"
P. aeruginosa 0,148(a) 0,138(a")
P. fluorescens 0,075(ab) 0,045(b")
R. metallidurans 0,141(a) 0,129(a")
Témoin sur sable/perlite 0,051 0,159
Mais prélevé en champ, stade 6-8 feuilles 0,040 0,222

Mais cultivé sur sol contaminé par 2500 mg/kg
Pb) (Huang et Cunningham 1996)

Mais cultivé sur un sol contaminé par 100 mg/
Crlll (Shahandeh et Hossner 2000)

= 0,180

0,023 -
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Par comparaison aux résultats obtenus avec leratibable/perlite stérile, le FT du Cr et
du Pb pour les sols inoculés aviec aeruginosaa augmenté ainsi que le FT du Cr péur
fluorescengtableau I11.27). Inversement, polR. metalliduranset le témoin, le FT est jusqu’'a 8
fois inférieur pour le Pb par rapport aux expérensur sable/perlite. Par comparaison avec le
mais au stade 6-8 feuilles prélevé en champ, etdiesirs relevées dans la littérature, le facteur
de translocation pour le Cr pour le témoin est gidentique. Pour le Pb, les valeurs de la
littérature et des expériences sur sable/perliteeoichamp sont trés supérieures aux valeurs
obtenues en pots. Le mais en champ accumulant meiR® dans ses racines mais plus dans ses
feuilles par rapport aux expériences en pots, eghéique le FT plus éleve.

L’inoculation du sol avecP. aeruginosaaugmente significativement le facteur de
bioaccumulation (FB) du Pb dans les feuilles, papport au témoin, tdbleau 111.42).
L’inoculation du sol avec les trois microorganismasidiés permet également d’augmenter
significativement le FB du Cr par rapport au témae facteur est en moyenne 134 fois
inférieur pour le Cr a celui obtenu sur sable/pediérile et 691 fois inférieur pour le Pb (tablea
[11.28). La culture sur sable a effectivement temmiaa favoriser I'exsudation racinaire (Mishra
et al. 1995), qui cumulé a une plus grande disponibiégé métaux peut expliquer les différences
entre cultures sur sable et en pots de terre pesr fhcteurs de translocation et de
bioaccumulation.

Tableau 111.42 : Facteurs de bioaccumulation moydfB] du Cr et du Pb dans les
feuilles, indépendamment de la technique d’inocutatLes lettres représentent les groupes

homogenes déterminés d’'aprés 'ANOVA.

Facteur de bioaccumulation FB Cr FB Pb
Témoin 0,003b) 0,003(b")
P. aeruginosa 0,011(a) 0,008(a")
P. fluorescens 0,008(a) 0,005(ab")
R. metallidurans 0,009(a) 0,006(ab")
Témoin sur sable/perlite 0,522 2,939
Mais prélevé en champ, stade 6-8 feuilles 0,004 0,017

Mai's cultivé sur sol contaminé par 2500 mg/kg

Pb) (Huang et Cunningham 1996) - 0,090

Mais cultivé sur un sol contaminé par 100 mg/

Crlll (Shahandeh et Hossner 2000) 0,031 -

- 203 -



Partie Il : Résultats et discussion

En ce qui concerne les prélevements en champ alesirg de FB pour les feuilles sont
comparables aux études en pots. Les valeurs iskués littérature sont largement supérieures
aux expériences réalisées en pots, du fait dedeefdisponibilité en Cr et en Pb et de I'age de la
contamination.

L’augmentation des teneurs en métaux dans le maclié est peut-étre liee a I'action
directe des métabolites bactériens, dont les githéres, sur le prélevement de ces métaux. En
effet, plusieurs études ont montré que les sidén@shbactériens pouvaient servir de réserve en
Fe pour la plante (Bar-Nesst al. 1992; Crowleyet al. 1992; Wanget al. 1993). Les
sidérophores, capables de mobiliser des métaugsagtre le Fe dans le sol ont pu favoriser le
prélevement de Cr et de Pb par la plante (Baekd. 1999).

L’exsudation racinaire des végétaux peut dansiosrtas étre influencée par la présence
de microorganismes dans la rhizosphere (GroleaaReet al. 2000; Kleinet al. 1988). Une
hypothese est que les microorganismes du sol peaugmenter I'exsudation racinaire et qu’en
retour, les exsudats racinaires affectaient sicatiiement le prélevement des métaux,
notamment les exsudats racinaires de mais (Menglatin 1991; Menctlet al. 1987). De plus,
les acides organiques, présents dans ces exsudatsjs pour étre de bons complexants des
métaux, peuvent augmenter le prélevement et ledacte translocation du Crlll par les plantes
(Srivastavaet al. 1999). Des sidérophores sécrétés par la plantgagidérophores) peuvent
également avoir un réle, bien que dans certainsesasidérophores bactériens soient en général
plus efficaces et plus facilement absorbés palaate que les phytosidérophores (Crowdtal.
1992). Les phytosidérophores peuvent néanmoindiiskr des métaux, tels que le Fe, dans la
rhizosphere (Marschneat al. 1987) mais également le Cd, Ni et Zn (Awad et Relchi2000;
Shenkeret al.2001; Zhanget al. 1991).

En résumé, plusieurs hypotheses peuvent expliGaegrhentation du prélévement des
métaux et du facteur de translocation par la plagtéace a la bioaugmentation des
microorganismes :

e L’action directe des microorganismes, qui par €mbédiaire de leurs métabolites
(sidérophores), favorisent la mobilisation des mréiet donc le prélevement par les racines ;

» La stimulation d’autres populations microbiennes, [faction de sidérophores ou d’autres
molécules signal, qui a leur tour produisent detabwites impliqués dans la mobilisation des
métaux et leur prélevement par les plantes ;

 La stimulation de [I'exsudation racinaire, en patlier de composés chélatants
(phytosidérophores ou acides organiques) de madiggete ou indirecte suite a la stimulation
de populations microbiennes indigénes.
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Le manque d’informations sur I'effet des sidéromsobactériens sur les plantes ne nous
permet pas actuellement d’avaliser 'une ou l'audee ces hypotheses. Une combinaison de
plusieurs de ces hypothéeses est a envisager,d&ané la complexité des interactions régissant

le fonctionnement de la rhizophere.

5.3.6 Analyse globale des facteurs régissant la phytaetitm des métaux

La matrice de corrélation réalisée pour tous lesarpatres étudiés est présentée en
annexe 3. Les tableaux présentés ci-dessous sémtde cette matrice de corrélation. Les
coefficients de corrélation du pH et du Eh sontspnéés dans ldableau 111.43. La
concentration en microorganismes inoculés (MI) dansol est corrélée négativement au pH
(r2=-0,737) et positivement a Eh (r2=0,532). Lacfien bioaccessible du Cr (F1 + F2) est
corrélée positivement au pH (r2=0,292) et négatemina Eh (r2=-0,287), ce qui correspond aux
observations de Chuaat al. (1996) qui ont démontré que lorsque le potenti@ébxédiminuait, la
mobilité de Cr et de Pb augmentait. Cette obsemast confirmée avec Pb F2 (r2=-0,460) mais
pas pour Pb F1 (r2=0,485). Bien que le pH puisfiaencer le prélevement de Pb par la plante,
aucune corrélation significative n’est observéerpmite étude entre les teneurs en métaux dans
la plante et le pH du schnexe 3.

Les teneurs en Cr F1 du sol sont corrélées négaginea la concentration en Cr (r2=-
0,413) dans les feuilles mais positivement a cedes racines (r2=0,501)apleau 111.44). A
I'opposé la concentration en Pb dans F1 est cerpgbditivement a la concentration en Pb dans
les feuilles (r2=0,424) et négativement a la cotregion dans les racines (r?=-0,621). La
méthode de Tessier utilisée pour I'extraction sétake des métaux est par conséquent adaptée
a I'estimation de la quantité de Pb prélevé pafdagles de mais et a celle du Cr prélevé par les
racines. Les teneurs en métaux dans la fractioacbessible, c’'est a dire F1 + F2, est plut6t
influencée par la fraction F2 pour le Cr (r2=0,9@0par F1 pour le Pb (r2=0,752).
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Tableau 111.43: Coefficients de corrélation de Pearson regroupapH et Eh du sol et
les différents paramétres biologiques et chimiq@emlysés. Les valeurs en gras sont
significatives au seuilg=0,05. MI : microorganismes inoculédMHT : microorganismes

hétérotrophes totaux,sol: microorganismes dans le sol non rhizosphériquazo :
microorganismes dans le sol rhizosphérique.

pH Eh
pH 1 -0,583
Eh -0,583 1
Ml sol -0,737 0,532
MI rhizo -0,341 0,299
MHT sol -0,617 0,331
MHT rhizo 0,103 -0,135
Cr (F1+F2) 0,292 -0,287
Pb (F1+F2) -0,199 0,224
CrF1 0,059 -0,326
CrF2 0,271 -0,212
PbF1 -0,263 0,485
PbF2 0,154 -0,460

Tableau 111.44 : Coefficients de corrélation de Pearson regroupes teneurs en
métaux dans les végétaux et dans les fractionst FR2 edu sol. Les valeurs en gras sont
significatives au seut=0,05.

Pb Cr Pb Cr

(mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg (FlcirFZ) (F1P+bF2) CrF1 CrF2 PbF1 PbF2
feuilles) feuilles) racine) racine)
Pb (mg/kg 1
feuilles)
Cr (mg/kg
feuilles) | °0:589 1
PO(Makg| 154 0316 1
racine)
Cr (mg/kg i i
racine) 0,140 0,351 0,769 1
Cr
(F1+F2) 0,037 0,242 0,083 0,062 1
Pb
(F1+F2) 0,325 0,487 -0,617 -0,530 0,284 1
CrF1 -0,344 -0,413 0,620 0,501 -0,052 -0,865 1
CrF2 0,106 0,318 -0,045 -0,041 0,979 0,451 -0,254 1

PbF1 0,424 0,414 -0,621 -0,540 -0,221 0,752  -0,870 -0,037 1
PbF2 -0,243 -0,028 0,181 0,166 0,682 0,089 0,254 0,609 -0,589 1
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Les microorganismes inoculés (MI) ont un impactitifosur la fraction bioaccessible du
Pb (r2=0,345) et en patrticulier sur les teneurflere la fraction F1 (r2=0,594) et ce, quelle que
soit la technique d'inoculationtableau 111.45). Les concentrations en microorganismes
hétérotrophes totaux rhizosphériques (MHT rhizogt scorrélées positivement a la fraction
bioacessible du Cr (r2=0,478), aux teneurs en @sdal (r2=0,293) et en Cr et Pb dans F2
(r2=0,404 et r2=0,433). Pour le Cr F1 et F2 ainse gour le Pb de F2, la formulation de
I'inoculum agit indirectement sur la mobilité degtawuxvia la croissance des MHT.

Tableau 111.45: Coefficients de corrélation de Pearson regroupeEmtoncentrations en
microorganismes et les teneurs en métaux dansdesons F1 et F2. Les valeurs en gras sont
significatives au seuila=0,05. MI : microorganismes inoculésMHT : microorganismes
hétérotrophes totaux, sol :microorganismes dans s® non rhizosphérique,rhizo :

microorganismes dans le sol rhizosphérique.

Ml sol MI rhizo MHT sol MHT rhizo

Ml sol 1
MI rhizo 0,311 1
MHT sol 0,593 0,294 1
MHT rhizo -0,180 0,124 -0,035 1
Cr (F1+F2) -0,314 0,062 -0,086 0,478
Pb (F1+F2) 0,345 -0,148 0,071 -0,087
CrF1 -0,304 0,206 0,041 0,293
CrF2 -0,242 0,019 -0,092 0,404
PbF1 0,594 -0,055 0,009 -0,357
PbF2 -0,475 -0,098 0,074 0,433

La biomasse foliaire du mais est corrélée positergma la concentration en M
(r=0,491) et au MHT (r2=0,440) du sdhlbleau 111.46). Les microorganismes inoculés, en
particulier lesPseudomonagjui représentent 14% de la microflore totaleabphérique du mais
(Lambertet al. 1987), sont connus pour favoriser la croissansevdgétaux notamment le mais.
De plus, I'ajout de substrat comme le lait écrémguafavoriser les bactéries qui assimilent
rapidement les substrats carbonés, c’est a dirstiat®gies, dont font partie lePseudomonas
L'effet PGPR, observé pouP. aeruginosaet R. metallidurans peut étre di soit aux
micororganismes inoculés comme cela a été démamtsétro, soit & des PGPR indigénes

stimulées par I'apport de lait écrémeé
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Les teneurs en Cr et en Pb dans les feuilles @temadu mais ne sont pas corrélées
significativement aux concentrations en microorgar@s inoculés ou totaux. En revanche la
concentration en Hg dans les racines est corrétésitiyement a la concentration en Mi
rhizospheériques (r2=0,611) et en MHT rhizosphéri{ie=0,474).

Tableau I111.46: Coefficients de corrélation de Pearson regroupgmtoncentrations en
microorganismes et les teneurs en métaux danstaeplLes valeurs en gras sont significatives
au seuila=0,05.MI : microorganismes inoculés|HT : microorganismes hétérotrophes totaux,
sol: microorganismes dans le sol non rhizosphérighizo : microorganismes dans le sol

rhizosphérique.

Biomasse “ls < Biomasse Hg “ls &
. (mg/kg (mg/kg : (mg/kg (mg/kg (mg/kg
feuilles > . racines : : .
feuilles)  feuilles) racine) racine) racine)

Biomasse feuilles 1
Pb(mgkg | g7 1
feuilles)

Cr (mg/kg i
feuilles) 0,173 0,689 1

Biomasse racines 0,446 -0,223 -0,251 1
Hg (mg/kg i i
racine) 0,259 0,365 0,388 0,117 1
PO (il 0,008  -0,154 -0,316 0201 -0,107 1
racine)

Cr (mg/kg racine) -0,027 -0,140 -0,351 0,224 -0,198 0,769 1
Ml sol 0,491 0,171 0,174 0,062 -0,013-0,330 -0,363
Ml rhizo -0,005 0,104 0,148 -0,037 0,611 -0,200 -0,170
MHT sol 0,440 -0,050 0,006 0,255 0,196 0,036 -0,021
MHT rhizo -0,149 0,101 0,267 -0,034 0,474 0,140 0,000

Conclusion

La survie deP. aeruginosatP. fluorescengst augmentée par I'ajout de lait écrémé, que
les cellules soient sous forme libres ou immob#issd.a modalité Cl lec est la plus efficace pour
P. fluorescengn terme de survie au bout de 8 semaines et drisation des racines de mais.

Dans le sol utilisé pour cette étude, le factemitéint vient de la faible bioaccessibilité
des métaux. La bioaugmentation du sol afecaeruginosaou R. metalliduransa permis
d’augmenter la quantité de Pb dans la fraction egpbable F1 de 2,6 fois et 2,1 fois
respectivement. L'inoculation d& fluorescengtR. metalliduransa augmenté les teneurs en Pb

et en Cr dans la fraction F2.
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Partie Il : Résultats et discussion
L’augmentation de la mobilité des métaux dans Iegsace a l'inoculation de ces
microorganismes peut étre a l'origine de l'augmgotade la quantité de métaux extraits des
métaux par les feuilles de mais, en particulier p@dPb. Le mais cultivé sur un sol inoculé avec
P. aeruginosa (modalité CI lec) et avedr. metallidurans (modalit¢é CL lec) extrait
respectivement 5,4 et 5,2 fois plus de Cr dandesgkbes que le témoin. L’extraction du Pb par
les feuilles de mais cultivé sur un sol inoculécaRe aeruginosamodalité Cl lec) est 3,8 fois
supérieure a celle du témoin. Le taux d'extractest également du a l'augmentation de
biomasse en particulier avec [linoculation d®& aeruginosapour la modalité CI lec.
L’inoculation du sol ave®. metalliduranset P. aeruginosaa €galement permis d’augmenter le
facteur de translocation du Cr et du Pb. Cette amgation peut étre la conséquence directe de
I'action des microorganismes ou une action indé&estr la production de composés complexants
par la plante, tels que les phytosidérophores suat@des organiques, ces derniers pouvant

faciliter le facteur de translocation du Cr et du P

- 209 -



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La qualité des sols agricoles francais, en termeotiamination par les métaux, est en
cours d’évaluation par des programmes de survedla@Gette contamination, bien que touchant
de grandes surfaces avec des concentrations enxrgtes faibles que celles recensées sur les
sites industriels, a longtemps été ignorée. Pourtarrisque potentiel, voire avéré de transfert
des métaux vers les productions végétales et aerhdine alimentaire a déja été observé dans
plusieurs cas.

La phytoremédiation des sols agricoles contamira¥sdes métaux est une technique
adaptée a ces grandes surfaces peu contaminéegss@m notamment du maintien du potentiel
agronomique des sols apres traitement. Cette wgebnimpose néanmoins des durées de
traitements importantes, le plus souvent supériea@aralix ans. Le temps représente ainsi le
facteur limitant majeur, en raison de la faible mfité de métaux disponibles dans le sol a un
instant donné. L'association de la bioaugmentatiola phytoextraction a donc été testée, en
utilisant des microorganismes connus pour leur @dgéa augmenter la fraction métallique (Cr,
Hg, Pb) a disposition des plantes. Des microorgaessont été sélectionnés pour leur résistance
aux meétaux, aux concentrations d’'un sol agricolecqatient 3, 15 et 4 fois plus de Cr, Hg et Pb
gue ne l'autorise I'arrété du 08/01/1998 pour légege de boues de station d’épuration. Les
métaux présents dans ce sol sont trés peu mopilesjue les fractions bioaccessibles, c’est a
dire potentiellement biodisponibles, représenteainside 2% du Cr total, majoritairement sous
forme trivalente, moins de 2% du Hg total et mailes10% du Pb total. Cette faible mobilité
peut s’expliquer par la forme chimique des métaaismdgalement par la forte teneur en matiere
organique et en phosphates du sol, connus pour liligey les métaux.

Parmi les microorganismes testés, les microorgasspotentiellement producteurs de
sidérophores sont les plus intéressants pour lalisaiton du Cr et du Pb dans les fractions
échangeables du sol. De plus, ces microorganismesisent plus efficacement le sol en
comparaison des microorganismes potentiellementyateurs d’acides organiques ou de
biosurfactants.

La croissance d@. aeruginosaet P. fluorescensinsi que l'activité des sidérophores
produits par ces souches ont été optimisées pair @gosubstrats tels que le fructose, le glycérol,
le mannitol et le lait écrémé. Dans un milieu lgpicontenant du Fe avec un mélange de métaux
MT (Cr, Hg, Pb) aux concentrations de la fractiamalbcessible du sol d’étude, les substrats les
plus efficaces sont le lait écréemé pour la croissade P. aeruginosaet P. fluorescensle
fructose pour l'activité des sidérophores et lecétpl pour la production spécifigue des
sidérophores par les deux bactéries testées.
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L’'immobilisation de P. aeruginosaou P. fluorescensdans des billes d’alginate de
calcium stimule la production de sidérophores dansnilieu contenant du Fe avec ou sans MT
comparé aux cultures de cellules libres. L'activdes sidérophores de. fluorescenglans ce
milieu augmente 1,9 et 1,6 fois, respectivement peaicellules immobilisées avec ou sans lait
ecremeé par rapport aux cellules libres dans les eségonditions. PoulP. aeruginosa
'immobilisation dans des billes avec lait écrémailtiplie méme par 5 lactivité des
sidérophores produits, par rapport aux cellulesdbEn raison de I'adsorption a la surface des
billes de plus de 90% du Cr, du Fe et du Pb etqu40% du Hg du milieu de culture, la toxicité
potentielle des métaux pour les microorganismes dhilisés est moindre et la faible
concentration en Fe a I'intérieur des billes perdestnaintenir la production de sidérophores par
les deuxPseudomonas

Dans le sol contaminé, sans plante, I'ajout de édaittmé favorise la croissance des
cellules bactériennes, gu’elles soient libres omahilisées. L'immobilisation des cellules avec
du lait écréemé permet d’augmenter la survie Rle fluorescensau bout de 8 semaines
d’expérimentation par rapport aux autres modatité#culation. L'ajout d'un substrat tel que le
lait écrémé contribue également a augmenter laidramobile (F1) du Cr et du Pb dans le sol
quelque soit I'inoculum.

Les essais avec un substrat sable/perlite sténtenmntré que l'inoculation dé.
aeruginosadansce substrasans métaux ou de. fluorescenglans ce substrat avec métaux,
augmentait la production de biomasses foliaireaeinaire du mais par rapport au témoin. Cet
effet PGPR peut étre dU a la production de sidéngzhmais également a la production de
phytohormones. Le prélevement de Pb par les feudie mais a augmenté de 2,7 fois avec
I'inoculation des pots ave®. aeruginosa 2,4 fois avecP. fluorescenset 2 fois avecR.
metallidurans L’inoculation n'a pas eu d'effet globalement digxtraction du Cr par les
feuilles, dans lesquelles aucune trace de Hg maiflaurs été détectée.

Dans le sol agricole étudié, I'inoculation de cleltuimmobilisées de. aeruginosaavec
du lait écrémé, stimule la biomasse foliaire pgmpoat au témoin. L'inoculation aveP.
aeruginosaet P. fluorescensous forme de cellules libres ou alRcmetalliduransous forme
de cellules libres avec du lait écrémé augmenteentivement la concentration en Cr dans les
feuilles de mais de 4,3; 3,4 et 4,4 fois par rap@oleurs témoins respectifs. De méme
I'inoculation des pots avec des cellules libres?daeruginosaou de cellules immobilisées &
metalliduransavec du lait écrémé augmente la concentratiorbetiaRs les feuilles de 3,4 et 3,2
fois respectivement. L’absorption de ces deux me&st corrélée dans les feuilles et les racines
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de mais, probablement parce que ces méetaux pénéadacon passive par la plante en méme
temps que les solutés.

Le facteur de translocation est multiplié par 6ienv pour le Cr et par 6,5 pour le Pb
suite a l'inoculation du sol avele. aeruginosaquelle que soit la modalité d’inoculation. Le
facteur de bioaccumulation du Cr est également anggnpour les 3 microorganismes, quelle
que soit la modalité d’inoculation, ainsi que cetlu Pb pour les sols inoculés avBc
aeruginosa

Le parametre le plus important pour la phytoexioacest la quantité de métal extrait par
les parties récoltables de la plante. L'inoculataun sol avecP. aeruginosasous forme de
cellules libres avec du lait écrémé permet d’augerela quantité de Cr extrait de 5,4 fois et
celle de Pb de 3,8 fois par rapport au témoin. ladatité avec des cellules libres &
metalliduranset du lait écrémé multiplie par 5,2 le prélevenaCr par les feuilles de mais.

L’effet positif de la bioaugmentation sur la phyttraction du Cr et du Pb par le mais est
démontré dans cette étude a la fois par 'augmentake la biomasse aérienne du mais, de la
concentration en métaux dans les tissus végétautqatleur de translocation et par conséquent
de la quantité totale extraite de Cr et de Pb. loaatité la plus efficace est I'inoculation &e
aeruginosasous forme de cellules immobilisées avec du taim@é. Toutefois, I'effet direct des
sidérophores sur le prélevement des métaux palatdepn’est pas clairement démontre, leur
productionin situ n'ayant pas été quantifiée lors de cette étude.

A lissue de ce travail, des perspectives intémesa peuvent étre suggérées, pour
répondre a la fois a des questions fondamentalasdets préoccupations pratiques de mise en
ceuvre de ces technologies de remédiation des sols.

Concernant les approches plutét fondamentaleautl ioter que peu d’études ont décrit
I'activité réelle des sidérophores dans le soéstjuantités produites par les microorganismes en
présence de métaux toxiques. Une perspective paiter étude est de mieux comprendre les
relations sol/microorganisme/plante vis-a-vis de neétabolite, en suivant par exemple les
populations productrices de sidérophores par dehnigues d'analyse génétique des
populations, telle que la TTGE (Thermal Temporahdient Electrophoresis) et en évaluant
I'efficacité de sidérophores purifiés sur la madiildes métaux. Les sidérophores étant surtout
étudiés pour leur capacité de chélation du Feaetpnséquent comme réserve potentielle pour
la plante, il paraitrait intéressant d’étudier diaméement le prélevement du Fe par la plante et
celui d’autres métaux.

Les effets de la présence ou non de métaux sunkdibnnement de la rhizosphére, en

particulier sur les relations plante-microorganisrdevront étre étudiés. Une étude de l'effet des
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métaux sur la physiologie d& fluorescengn présence ou non de mais (utilisé comme plante
modele) est en cours (en partenariat avec le lahraGénétique Moléculaire, Génomique et
Microbiologie, de I'Université Louis Pasteur, UMRS6, ULP). Cette étude a permis de mettre
en évidence cheR. fluorescensine quarantaine de protéines dont I'expressionéggtlée en
réponse a la présence de métaux en meélange (CRWgle rdle de ces protéines pourra étre
envisagé et notamment le régulatdhiR dont I'expression est fortement augmentée en poése
de métaux. Un mutant de ce géne est en construgtioan comprendre le réle d&hIR sur la
physiologie de la bactérie (motilité, synthése djgoalysaccharides) et sa capacité a coloniser le
mais et a favoriser 'accumulation de métaux.

Enfin les mécanismes de communication entre lebaictéries et la plante au travers
des composés exsudés pouvant jouer un réle damhyimextraction, il serait intéressant
d’étudier I'impact de l'inoculation de microorgamiss sur la qualité et la quantité des exsudats
racinaires et notamment sur la production de coégpaokélatants de métaux tels que les acides
organiques.

Dans une perspective d’application du procédé @&msoda bioaugmentation a la
phytcextraction, plusieurs études peuvent étre agees, notamment ['utilisation d’autres
plantes que le mais, couramment utilisées en pkiytmion et a forte biomasse, comme par
exemple de®BrassicaceadBrassica junceaou Brassica napus Une co-culture de mais et de
Brassicapourra également étre étudiée, le mais pouvantexssne aide a la colonisation du sol.

D’autres modalités d’inoculation pourraient étrstées telle que la co-inoculation de lait
ecreme et de bentonite dans les billes d’alginateadcium, ou I'enrobage direct des graines de
facon a favoriser la survie microbienne et la cidation de la rhizosphére. Une co-inoculation
de microorganismes rhizosphériques et non rhizogples pourrait aussi permettre
d’augmenter I'efficacité de phytoextraction.

Enfin, comme tout procédé développé en laborateaejalidation a I'échelle pilote puis
en plein champ devra étre démontrée en testambt&g@e dans différentes conditions (nature et
teneurs en métaux, polycontaminations, textureotluesc.). Les risques potentiels de lixiviation
des métaux devront étre évalués a cette occasion.

Une bactérie équivalenteR aeruginosaen terme de production de sidérophores devra
étre recherchéeR. aeruginosaétant un pathogene opportuniste. Cela pose gloleaie la
question de la stratégie de sélection des microdsgees, en particulier des microorganismes
producteurs de sidérophores. Ceux-ci pourront gflectionnés directement a partir du sol
rhizosphérique ou non rhizosphérique sur la paa@htaminée étudiée puis cultivés en masse

ex situavant d’étre réinoculés. La sélection des micranigmes pourra se faire dans un premier
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temps in vitro pour tester laffinité des microorganismes avecs dexsudats racinaires

synthétiques de différentes especes végeétales,tdenr de croissance, et la production de
métabolites impliqués dans la mobilisation de métaw dans la rhizocompétence des
microorganismes. Cette premiere sélection, relaterg rapide, permettra ensuite de tester les
capacités de microorganismes a mobiliser les métaurmicrocosmes de sol et a évaluer leur
survie dans le sol. Enfin les microorganismes reteseront étudiés en couplage avec la ou les
plantes les plus adaptées a leur croissance, erocofmes de sol, puis a une échelle

intermédiaire (pilote) et enfin en plein champ.
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Annexes

ANNEXE 1 : ANALYSES SOLA ETB

Rapport d’Analyse de Terre

Edité le 29/07/2004

SADEF Laboratoire

68700 Aspach le Bas
Téléphone 03 89 48 91 67
pole @sadef.fr / www.sadef.fr

Exploitation Parcelle Echantillon
Feuille de rens. 917925 00
Sol A N° laboratoire T-03974-04
Prélevé le: 10/06/2004
Arrivé labo le: 07/07/2004
Délais d'analyse: 22 jours
CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA PARCELLE feuille 1/1
Epaisseur de prélevement (cm) 30 Granulométrie (%) NF 1s0 11277 Battance
Densité apparente estimée Argile 17.9
Masse de sol (t/ha) Limons fins 19.7 Stabilité structurale Bartoli ()
Cailloux (%) 0 Limons grossiers  14.6 Capacité de rétention (pF 2.8) ()
Calcaire total (%) NFiso 10693 0.0 Sables fins 14.2 Point de flétrissement (pF 4.2) ()
Sol: 270 LIMON SABLO ARGILEUX Sables grossiers  27.2
5 fractions (CaCO3 non détruit) +M.O.+ humidité résiduelle=100
Teneur Niveau de
du sol référence Tres faible Faible Unpeufaible N  Satisfaisant Elevé méthode
Matiére organique (" g/kg 44.6 20 B : § 1S0 14235
(Carbone organique x 1.73)
Azote total g/kg 2.78 1SO 13878
C/N 9.3 10.0
pH eau 72 6.5 NF ISO 10390
pH KCI NF ISO 10390
CEC Metson (pH7) mé/kg 156 NF X 31-130
Taux de saturation % Saturé
F E RTI LITE C H l M I Q U E ;52%?’ rgf\ggnugee Tres faible Faible Un peu faible N  Satisfaisant Elevé
Phosphore assimilable akg a/kg
Jorét-Hébert (P205) 0.49 0.16 R N X 31-161

Cations échangeables mé/kg | g/kg a/kg NF X 31-108

Potassium (K20) 3.0 0.14 0.21

Magnésium (MgO) 6.4 0.13 0.10

Calcium (CaO) 175 | 4.89 4.06

Sodium (Na20) 1.5 0.05

Oligo-éléments ma/kg |ma/kg

Fer (Fe) DTPA NF X 31-121
Manganése (Mn) DTPA NF X 31-121
Cuivre (Cu) DTPA NF X 31-121
Zinc (Zn) DTPA NF X 31-121
Bore (B)™ Eau chaude NF X 31-122

Molybdéne Grigg (Mo) ()

MEMBRE DU GEMAS

AUTRES DETERMINATIONS
Carbone organique g/kg™ 25.8

ACCREDITATION
1-0751

portée communiquée

sur demande

J.-Y. BALITEAY
Chefde Labogatoj

Le onsable

U'laboratoire
Ce rapport d'essai ne concerne que les objets soumis a I'essai. L'accréditation de la section Laboratoires du COFRAC atteste de la compétence des laboratoires pour les sélils essais couverts par

l'accréditation. Ce rapport ne doit pas étre reproduit sans I'approbation du laboratoire d'essai. La reproduction de ce rapport d'essai n'est autorisée que sous sa forme i rale.
(1) Essais non couverts par l'accréditation. (2) Essais sous-traités. Résultats exprimés par rapport & la masse de terre fine séche 4 2 mm. L'interprétation est hors champs d'accréditation
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Annexes

ANNEXE 1 (SUITE)

Rapport d'Analyse de Terre

Edité le 02/02/2004 S

D'ASPACH
SADEF Laboratoire

68700 Aspach le Bas
Téléphone 03 89 48 91 67

pole@sadef.fr / www.sadef.fr
Exploitation Parcelle Echantillon
Feuille de rens. 917919 00
Sol B N° laboratoire T-00125-04
Prélevé le: 09/01/2004
Arrivé labo le: 14/01/2004
Délais d'analyse: 19 jours
CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA PARCELLE feuille 1/1
Epaisseur de prélévement (cm) 30 Granulométrie (%) NF 1so 11277 Battance
Densité apparente estimée Argile 252
Masse de sol (t/ha) Limons fins 29.6 Stabilité structurale Bartoli ()
Cailloux (%) 0 Limons grossiers  10.5 Capacité de rétention (pF 2.8) ("
Calcaire total (%) NFisotoe93 0.0 Sables fins 8.0 Point de flétrissement (pF 4.2) ()
Sol: 270 LIMON ARGILO SABLEUX Sables grossiers 17.5
5 fractions (CaCO3 non détruit) +M.O.+ humidité résiduelle=100
Teneur Niveau de i
du sol référence  Trés faible Faible Unpeufaible N Satisfaisant Elevé méthode
Matiére organique (Vg/kg 63.7 20 : 1SO 14235
(Carbone organique x 1.73)
Azote total a/kg 3.67 1SO 13878
C/N 10.0 10.0
pH eau 6.4 6.5 NF ISO 10390
pH KCI NF ISO 10390
CEC Metson (pH7) mé/kg 214 NF X 31-130
Taux de saturation % 78
FERTILITE CHIMIQUE Ui el Faible Unpeufaible N  Satisfaisant Fievé
Phosphore assimilable aka | akg :
Dyer (P205) 0.20 0.25 NF X 31-160
Cations échangeabl mé/kg | g/kg aka NF X 31-108
Potassium (K20) 74 0.35 0.26
Magnésium (MgO) 74 0.15 0.12
Calcium (CaO) 149 | 4.18 5.51
Sodium (Na20) 25 0.08
Oligo-éléments ma/kg |ma’ka
Fer (Fe) DTPA NF X 31-121
Manganése (Mn) DTPA NF X 31-121
Cuivre (Cu) DTPA NF X 31-121
Zinc (Zn) DTPA NF X 31-121
Bore (B)(" Eau chaude NF X 31-122
Molybdéne Grigg (Mo) ™
MEMBRE DU GEMAS
: cofrac
AUTRES DETERMINATIONS
Carbone organique g/kg(" 36.8
ESSALS
ACCREDITATION
1-0751
e communiquée
i
J.-Y. BAL
Chef de Lak
responsable
laboratoire
Ce rapport d'essai ne concerne que les objets soumis a l'essai. L itation de la section L ires du COFRAC atteste de la compétence des laboratoir: ur les seuls essais couverts par
I'accréditation. Ce rapport ne doit pas étre reproduit sans I ion du ire d'essai. La rep ion de ce rapport d'essai n'est autorisée que forme intégrale.

(1) Essais non couverts par I'accréditation. (2) Essais sous-traités. Résultats exprimés par rapport 4 la masse de terre fine séche & 2 mm. L'interprétation est hors champs d'accréditation

- 246 -



ANNEXE 2 : MILIEUX DE CULTURE ET TAMPONS
Milieu LB ( Luria Bertani Broth )

Tryptone ......coiiiiiiiiii e 109
Extrait de levure ............cccceeeeee 5.9
NaCl i 59
Eau distillée qsp ........ceeevvvvvvvvennnnns 1L

Milieu LBA : milieu LB avec 20g/L d’agar
Milieu ME (Malt Extract, formule de Blakeslee)

Malt extract............ cooeeeevvvviviiiiinnns 20 g
GlUCOSE. ...t e 209
Peptone. ... s 1lg
AQAar....coooon i s 209
Eau distillée gsp..... ...cceevvvvvvvvnnnn . 1L
pH 6,0
Milieu MSVG (Teitzel et Parsek, 2003)
(NH)2SOs oo 1,009
MgSOL, 7THO ... 0,06 g
CaCh oo 0,66
KH2POy .o, 0,02g
NagHPOy......vvvieieeieiieeeeee 0,03 ¢
PIPES ..ot 69 g
F&SOL ..ot 0,003 g
GluCOSEe. ... 101g¢g
Eau distillée gsp..... ..cceevvvvvvevennn . 1L
pH 6,5
Milieu Casamino acid (CAA)
Casamino acids (Difco)........ccccc.evueee. 5¢
KoHPOY . 1,18 g
MOSO4, 7THO ... 0,25¢
Eau distillée gsp..... .cccoeveveiiiienn . 1L
pH 7,0
Milieu sucrose tryptone ST (Cunningham et Kuiack, 992)
SUCIOSE ..ooiiiiieeiieeii e 209
TIYPIONe v 59
Solution éléments traces ................. 1mL
Eau distillée qsp .......eeevvvvvvevveennns 1L
pH 6,0
Solution en éléments traces
HBO3 i 300 mg
4 1 5@m
MNCl2,4H0 v, 30 mg
COCh e, 200 mg
CUCL,2H0 ..covviiiiiiiiiiieeieeei 10 mg
NiCl2,6H2O ..o 20 mg
NaMo0g,2HoO ..oeviiiiiieiicee, 30 mg
Eau distillée qsp .......ceevvvvvvveveinnnns 1L

Annexes
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Milieu Minimum (MM)

L-asparaging ..........ccccceevvvevvennnnnns 5.0
KoHPOY oo 059
MOSO4, 7THO e, 0,29
FeChL,6HO.....cooeeiiiiiiiiie 0,02 ¢
Eau distillée qsp ......ceeeevvvvvevveennnns 1L

pH 7,0 (ajusté avec HNC1,4M)

Milieu TSB (tryptic soy broth)

Tryptone .....cooiviiiiiiiiiiieeiees 7,09
Soytone/peptone ..........ccceveeveiinnnnns 3,0
GlUCOSE ... 25¢g
NaCl .o 50¢g
KoHPOY o 25¢g
Eau distillée qsp .......oeeevvvvveveeennns 1L
Solution de Hoagland (Hoagland et Arnon, 1938)
KNO3 e 0,666
Ca(NG)2,4H0 ... 0,656 g
KH2POy oo 0,136 ¢
MgSO,, 7H0 .o, 0,241 ¢
Fe-citrate...........ooeeeciiviiiiie 20.mL
Solution éléments trace ................ 10 mL
Eau distillée qsp .......eeeevvvvvevveennns 1L

pH 6,0 (ajusté avec N@0O;10 g/L)

Solution éléments traces

MNCl2,4H0 oo, 181 mg
ZNSQ7THO e 22 mg
CuSQ,5H0 e 8 mg
H3BO3 i, 286 mg
NaM0O4,2HO oo, 25 mg
Eau distillée gqsp .......ccceeeveviiiiinnns 1L
Solution de Fe-citrate
Fe-citrate.........ccvvvvvvvvvviniiiennn. ,048 g
Eau distillée gqsp .......cccceeeeviiiinns 250 mL

NACH .o, 8,00 g
KCl e 0,209
NaoHPO ..o, 1,159
KHoPOg .. 0,209
CaCh,2HyO ..o 0,13 g
MQCl2,6HO v, 0,10 g
pH 7,2
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Annexes

ANNEXE 3: Matrice de corrélation des coefficients de Pearées valeurs en gras sont

microorganismes

microorganismes inoculésyiHT

hétérotrophe totawsol: microorganismes du sol non rhizosphériginzo : microorganismes

du sol rhizosphérique.

0,05. Ml
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TABLE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

ADEME : Agence de L’Environnement et de la Maitrise’Baérgie
AMF : Arbuscular Mycrorrhizal Fungi, champignon mydarén arbusculaire

ASPITET : Apports d'une Stratification Pédologique poumtérprétation des Teneurs en
Eléments Traces

ATCC : American Type Collection Culture

BASIAS : Base de données des anciens sites industriatsietés de service
BASOL : Base de données des sites et sols pollués

BRGM : Bureau de Recherche Géologique et Miniére

BS: Billes seules

BTEX : Benzene, toluéne, xyléne

CAS : Chrome Azurol S

CBS: CentraalBureau voor Schimmelcultures

CEC : Capacité d’Echange Cationique

CET : Centre d’enfouissement technique

ClI : Cellules immobilisées

CL : Cellules libres

CMC : Concentration micellaire critique

COV : Composés organiques volatils

Da : Daltons

DO : Densité Optique

DSM : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zeilkeh GmbH
DTPA : Acide Diethylenetriaminepentaacetique

EDDS: Acide ethylenediamine-disuccinique

EDTA : Acide Ethylenediaminetetraacetique

EGDA : Ethylene glycol diacetate

EPA : Environmental Protection Agency

EPS: Exoploysaccharides

EUP : Eau Ultra Pure

FB : Facteur de Bioaccumulation

FT : Facteur de Translocation

Gm : Gentamycine

HAP : Hydrocarbures aromatiques polycycliques

HEDTA : acide hydroxy-2-éthylene diamino triacétique

ICP-AES : Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission pascopy
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INRA : Institut National pour la Recherche Agronomique
Km : Kanamycine

Lec: lait-écremé

MGDA : acidemethylglycinediacetique

MS : Matiére Seche

MT : Métaux Toxiques

NTA : Acide nitriloacétique

PCB : Polychloro biphényls

Pch: Pyochéline

PCR : Polymerase chain reaction

PF : PseudomonaBluorescents

PGPR : Plant growth promoting rhizobacteria

PP : Polypropyléne

Pvd : Pyoverdine

Rif : Rifampicine

ROS: Reactive Oxygen Species

RT-PCR : Reverse trancriptase polymerase chain reaction
SADEF : Société Alsacienne pour le Développement ettieétdes Fertilisants
STEP: STation d’Epuration

TIE : Taille d'inoculum élevée

TIF : Taille d'inoculum Faible

Tpm : Tour par minute

UE : Union Européenne

WHO : World Health Organization, Organisation Mondiptaur la Santé
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GLOSSAIRE

Bioaugmentation: inoculation d’un sol avec des microorganismesgéxes

Capcité au champ :définit la capacité de rétention maximale en easaluElle correspond a la
quantité d’eau retenue apres 48h d’égouttemenudibee vers la nappe phréatique, par un sol
préalablement gorgé d’eau.

Effet PGPR : stimulation de la croissance d'un végétal hbte @ésaux microorganismes
rhizosphériques. Ces derniers agissent soit diremteen sécrétant des phytohormones ou autres
métabolites microbiens accroissant la disponibildés nutriments pourla plante, soit
indirectement en tant qu’'agent de biocontréle ediowéclenchant les mécanismes de résistance
systémique induite chez la plante.

Endorhizosphere: espace intercellulaire entre les tissus de la edeabité par des bactéries qui
ne forment pas de structures symbiotiques.

Facteur de bioaccumulation (FB): désigne le ratio de la concentration ne métakda plante
sur la concentration en métal du sol. Ce ratio rdétee la capacité d'accumulation ou
d’hyperaccumulation de la plante.

Facteur de translocation (FT): désigne le ratio de la concentration en métakdas feuilles
d’'une plante sur la concentration en métal dansaseses.

Fraction métallique bioaccessible fraction accessible aux organismes biologiquédua ou
moins long terme.

Fraction métallique biodisponible: fraction capable de franchir la membrane celtelales
organismes biologiques et d’interagir avec cet oisyae.

Quorum sensing: mécanisme de régulation dépendant de la decsitiflaire, de I'expression
de genes spécifiques en réponse aux signaux clesliguxtracellulaires produits par les
bactéries.

Rhizoplan : surface de la racine

Sidérotype: groupe de bactéries ayant le méme profil de ratimn lors du sidérotypage
(séparation) de leurs sidérophores par isoélecatifation.

Stele: Ensemble des tissus conducteurs primaires oatlgpaartie centrale d'un organe.

Trichome : (du grecthricos, poils) : cellules polyploides spécialisées deitlépme des plantes
supérieures. Ces cellules de grande taille formemhalement trois branches.

Voie apoplastique: voie de diffusion passive des éléments danyvégetaux par les espaces
intracellulaires.

Voie symplastique: voir de diffusion active des éléments dans #éeppar transport a travers les
membranes cellulaires.
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Procédé de phytoextraction couplé a la bioaugmientdtun sol agricole polycontaminé

par du chrome, du mercure et du plomb

Les sols agricoles sont depuis de nombreuses aroofgaminés directement par apports d'intrants tigdss,
fertilisants) mais également de fagon indirecteagson de la proximité de certaines installatiomustrielles. Notre étude porte
sur des sols agricoles a I'aval de la vallée dehiar (Haut-Rhin), polycontaminés par du chrome (488kg), du mercure (13
mg/kg) et du plomb (381 mg/kg). La phytoextractast une méthode innovante, employée pour ses ptépriespectueuses de
la vie biologique du sol et son faible co(t. Labfaidisponibilité des métaux dans le sol (notamn@mtHg et Pb), et par
conséquent le temps de décontamination, constitygrihcipale limite de cette technique. La bioaugmagon couplée a la
phytoremédiation (rhizoremédiation) est une techaiggcente qui a été testée pour cette étude de faaccroitre la vitesse de
phytoextraction.

Les résultats ont montré que les microorganismeduysteurs de sidérophores, notammentPlesudomonastaient
potentiellement intéressants pour augmenter la lit®liu chrome et du plomb dans le sol. La produrctie sidérophores par
des cellules libres ou immobilisées &seudomonagultivées en présence de divers substrats carbané® optimisée.
L'immobilisation des microorganismes dans des $ilBalginate de calcium enrichies en lait écréménentré que les
microorganismes étudiés produisaient plus de gitén@s en présence de métaux et que leur survieleaol était accrue. Les
billes de Ca-alginate adsorbent plus de 90% de Cet Rb ainsi que plus de 40% de Hg, ce qui dimlauexicité métallique
pour les cellules libres ou immobilisées, et crgalément un déficit en Fe dans les billes, stimukdnsi la production de
sidérophores par les microorganismes. Les microisgaes sélectionnés ont ensuite été inoculés @asal lcontaminé, cultivé
avec du mais comme plante modéle. La bioaugmented#e pots de sol av@seudomonas aeruginosa-immobilisé dans des
billes de Ca-alginate avec du lait écrémé a permimdltiplier le prélevement de Cr par les feuillesndais par 5,4 et celui du
Pb par 3,8 par rapport aux pots non bioaugmentésodulation du sol enrichi en lait écrémé avec debules libres deR.
metalliduransa permis d’augmenter le prélevement foliaire de &r52.

Mots clés: phytoextraction, bioaugmentation, cellules imitisées, mais, sidérophores, métaux (Cr, Pb, Hg)

Phytoextraction process coupled with the bioaugatent of a multi-contaminated

agricultural soil, containing chromium, mercury dedd

Agricultural soils have been contaminated for mgagrs by both direct pesticides and fertilizer diggp and indirect
contaminations originated from industrial activitieThe agricultural soil used in the present stwdg collected in the Thur
valley (Haut-Rhin, France), and contains chromiu8(fg/kg), mercury (13 mg/kg) and lead (381 mg/Rf)ytoextraction is a
soft-cleaning technology, cost-effective and nostdestive for biological life in soil. Nevertheled®e low availability of metals
in soil along with the slowness of the phytoexti@tiprocess represent limiting factors that areljiko reduce its efficiency. A
new technology named rhizoremediation, which aséedbioaugmentation and phytoremediation, was deistehis study in
order to enhance the phytoextraction rate.

Our results showed that Cr and Pb availability ith was enhanced, as the result of the bioaugmentatf soil with
microorganisms producing siderophores, especialith whe Pseudomonasspecies. The siderophore production with
Pseudomonaspecies was optimized with the addition of carbebstrates. Immobilization of bacterial cells in &ginate beads
supplied with skim milk enhanced the sideropho@pction in a metal-containing media and improvesl iacterial survival in
soil. More than 90% of Cr, Fe and Pb and more thi#% 4f Hg were adsorbed onto Ca-alginate beads sjrfeltich decrease
metal toxicity for immobilized or free cells, andeate an iron deficiency inside the beads, whichaaned siderophores
production by microorganisms. The selected micranigms were inoculated in the contaminated soih wiaize as a model
plant. The bioaugmentation of soil pots with immized cells ofP. aeruginosaand skim milk enhanced the amount of metal
accumulated in leaves by a factor of 5.4 and 38do and Pb respectively compared to non-bioaugrdeptas. Soil
bioaugmentation with free cells Bf metalliduransupplied with skim milk enhanced Cr extraction égJes by a factor of 5.2.

Keywords : phytoextraction, bioaugmentation, immobilizetis;emaize, siderophores, metals (Cr, Pb, Hg)



