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RESUMES




La mobilisation rapide de métaux par la fractiotiaidale et mobile des sols et en particulier peg biocolloides
(bactéries, algues, champignons, virus, etc.) gstued’hui identifiée comme un important mécanisdeetransport qui peut
mener, dans des conditions spécifiques, au tramsgessif et accéléré de polluants vers les aquiféteur mieux comprendre
le réle du compartiment bactérien dans le transfaailité des métaux, nous avons conduit en laboeune étude couplant
des conditions statiques et dynamiques. Dans unipréemps, nous avons évalué la bioaccumulatiodrdet du Cd, seuls
ou en mélange, par deux bactéries a Gram négaitherichia coliK12DH5u et Cupriavidus metalliduran€H34), actives ou
inactives, en caractérisant la distribution sulutaite des métaux. Dans un second temps, nous &vahsé la mobilité de ces
deux bactéries modéles, seules ou en mélange, leu mbreux réactif, ainsi que les principaux facteaffectant cette
mobilité. Nous avons alors pu étudier la capacéécds deux bactéries a lixivier le Zn et le Cdlseu en mélange, en
colonnes de sable d’'Hostun préalablement contadidés concentrations croissantes. Dans la prempate de la these,
nous avons développé et appliqué une méthodolagiEadse cellulaire pour évaluer la distributioncellblaire des métaux,
préalablement biosorbés sur des cellules bacté@temutives ou inactives. La quantification du Zndat Cd dans les
compartiments extracellulaire, membranaire et agifalaire des cellules a permis de montrer queriétux sont distribués
de facon inégale entre les trois compartimentailegles. Nous avons montré de maniére originalelesienétaux biosorbés
sont majoritairement internalisés dans le cytopasme les cellules soient actives ou non. Towefdtat physiologique des
cellules (actives - inactives) s’est avéré impdrfaur les processus de prise en charge des mgsades bactéries, puisque la
bioaccumulation métallique par les bactéries astitelles que I'on peut les observer en milieu r@fest fortement réduite
grace a l'activation de systémes de résistanckixefbiégeage extracellulaire) aux métaux par Ehkiles bactériennes. Ces
résultats montrent que l'adsorption des métauxlaysaroi des bactéries n'est qu'une premiére étdyperrocessus de
bioaccumulation. Par ailleurs, I'exposition desxleactéries modeéles a un mélange de Zn et de @dndipde montrer avec
E. coli mais pas ave€. metalliduransl’existence de phénoménes de compétition pousites de sorption, conduisant a une
réduction de la biosorption du Zn en présence deD@ds la deuxiéme partie de la thése, aprés asiau point un protocole
de quantification cellulaire par cytométrie de flunous avons caractérisé et modélisé le transéertdeéux bactéries modéles
en colonnes de sable d’Hostun, sous différentesodéitions de concentration et de mélange celkildious avons ainsi
montré queE. coli est plus mobile qu€. metalliduranset que I'importance du dépdt de bactéries etrlésanismes mis en
jeu varient fortement avec la concentration enutedl en relation notamment avec la géométrie tlesst notamment sa
porosité. Ainsi, a trés faible concentration celitd, condition peu étudiée en raison de difficitéchniques, les cellules sont
peu retenues par le sable suggérant un risque deewdntamination des aquiféeres, alors qu'a plut fooncentration, une
rétention importante des cellules est observé,ujasgbtenir un effet de blocking, conduisant a saturation des sites de
rétention et a une forte mobilité cellulaire a th@site concentration. Finalement, nous avons paotifiea la capacité des deux
bactéries a bio-lessiver les deux métaux, seulsromélange dans le sable d’Hostun, par comparaigea le transfert des
métaux sans bactéries qui s’est avéré tres fdddemétaux étant fortement immobilisés par le sdbdemobilité des deux
métaux a été fortement augmentée par l'injectios deux bactéries, avec un effet notablement plymitant avec des

cellules deE. coli, pourtant plus sensibles aux métaux.

A chaque étape de cette étude couplée, nous amatgsde modéliser nos résultats. La biosorptiomu&taux par les bactéries
a été menée avec un modeéle universel a 3 sitesifséaqui a donné des résultats trés satisfaisdngs. constantes
thermodynamiques de réactivité des cellules awamébu avec le sable d’Hostun, ont été utilisée=casucces dans une
modélisation couplée hydro-dynamique — géochimiey peproduire les résultats de transfert (coudeepercée et profils de
rétention) des cellules et des métaux, qu'ils dosuls ou en mélange, et de prédire correctens=nfllix de métaux
transportés dans I'eau ou sur les biocolloidese@atide a permis de confirmer que les bactérigisdas biosorbants forts des
métaux et de montrer que, au moins dans nos consljitle processus de transport facilité des mégwanxtes bactéries peut
largement dominer leur transport dissous, tel @stlencore classiguement considéré dans lesaoiels.

Mots clés: Bactérie, métaux lourds, internalisation, sanptitransport en milieu poreux, biolixiviation.
Vil



Recent field observations have demonstrated thagposedly poorly mobile metals can be detected at
long distances from their source, highlighting ittn@ortance of poorly predicted transport procesgas.
fast mobilisation of metals by the colloidal andbie fraction of soils and in particular biotic tmts
(bacteria, algae, fungi, virus, etc.), is now idiegd as an important secondary transport prodesisdan
lead, under specific conditions, to accelerated potentially dominant pollutant transfer towards
aquifers. In order to better understand the rolthefbacterial compartment of soils to metal leaghwe
conducted a coupled study under static and dynaomdlitions. Firstly we evaluated Zn and Cd metal
biosorption onto active or inactive Gram negativactbria (Escherichia coli and Cupriavidus
metallidurans CH34) by characterizing the sub-taildistribution of the metals through a cell dgsian
approach. The quantification of Zn and Cd in extatar, membrane and cytoplasm compartments of
the cells permitted to show that metals are unéygdadtributed between the three cell compartmeants
also between the two bacteria. Surprisingly, meiaternalization appeared to be the dominant
accumulation process of metals (high cytoplasmesus). The physiological state of the cells was als
shown to be important in metal management by tlegeeba, since metal accumulation in active cells wa
reduced due to enhanced efflux and/or EPS productiechanisms. These results suggest bacteria can
internalize important amounts of heavy metals dsd that adsorption onto cell surface is only atfir
step in metal management by bacteria. The so-detedithermo-dynamic reactivity constants were used
to fit metal breakthrough curves performed in natwsand columns. The transport experiments of
bacterial cells, metals or mixtures of bacteria/andnetals performed in the second part of theystud
demonstrated that bacteria are able to acceldratmtsitu mobilization of Cd and Zn retained irtunal
sand columns. This transport process was shownetadminant upon aqueous transport and was
correctly fitted using a combined transfer and ¢geotical modelling approach. Altogether, these tesul
showed that, under specific conditions, heavy megaisport by bacterial cells can dominate aqueous

transport processes in soils

Key words: Bacteria, heavy metals, inetrnalisation, sorptteansport in porous media, bioleaching
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L'importance de la disponibilité des métaux pous Ieicroorganismes est bien
connue, nombre d’entre eux sont essentiels et i@gssacdes protéines nécessaires a leur
croissance et au métabolisme cellulaire (Lovley alwyd, 2000). Un certain nombre de
métaux, parmi les plus abondants, sont toxiquesr g@mvironnement et pour les
microorganismes. Les sources anthropiques, prileipent les mines et les activités
industrielles, contribuent a I'accroissement dasceatrations en métaux dans I'air et dans les
ecosystemes terrestres et aquatiques (Gelabekt @086). La dispersion des métaux dans
'atmosphere liée aux activités anthropiques (imdeismeétallurgique, incinération des
déchets, pratiques agricoles, transport, combuskisnénergies fossiles, etc.) est aujourd’hui
d’'une importance égale sinon supérieure a celleigife naturelle (éruptions volcaniques,
érosion...). Une fois en circulation, les métaux stribuent dans tous les compartiments de
la biosphére : terre, air, océan. L’'activité anghgoe n’a ni crée€, ni supprimé des métaux, elle
a essentiellement modifié leur distribution, lepedation et leur concentration dans les
différents compartiments de la biosphére. La comgamsion des mécanismes impliqués dans
le devenir des métaux au cours de leur transfers tks sols revét un triple intérét : évaluer
leur impact sanitaire et économique sur le lonmée(perte de surfaces agricoles, dépollution
des sols), prévoir les risques de pollution depasget eaux de surface (biodisponibilité et
lessivage des métaux dans les sols) et concevsiteddniques de dépollution appropriées
(Martin and Ruby, 2004; Guiné et al., 2006). La itigbhdes métaux dans les sols dépend
d’'une part de leurs sites de rétention sur lesdssli(nature et densité, propres a chaque
élément métallique) mais aussi des conditions phgkimiques locales telles que le pH ou la
teneur en eau des sols (Février, 2001; Sigg €2@01). Depuis quelques années les particules
colloidales sont soupconnées d’intervenir dansyleachique des métaux dans les sols. Ces
mécanismes permettraient d’expliquer la présenéeogge et inattendue de contaminants a
une certaine distance de leur source d’émissiodifl.€000). Il est communément accepté
gu’'une partie solide du sol puisse étre mobile smutaines conditions physico-chimiques. Il
s'agit notamment de particules colloidales tels dae argiles et de la matiére organique
(MO). Parmi les colloides organiques du sol, otirtisie €galement les biocolloides tels que
les microorganismes et les virus. Ces colloidexganiques et organiques, sont bien connus
pour leur participation a 'augmentation de la pd&t contaminants en phase liquide. Pour
mettre en évidence le réle que peuvent jouer l#eides dans le transport des polluants, il
faut donc considérer d’une part les interactiorisedles métaux et les colloides et d’autre part
les mécanismes de mobilisation et de transportolésides vecteurs des métaux.

Les microorganismes, en particulier les bactépesyent interagir avec les métaux de
différentes maniéres. On peut tout d’abord obsewver transformation des métaux par des
processus d’oxydation/réduction ou d’alkylation.sGrodifications modifient généralement
la toxicité et la mobilité du métal d’origine. Legtaux peuvent également étre accumulés par
des phénomeénes d'adsorption passive (indépendamtenétabolisme) au niveau des
membranes ou par transport actif a l'intérieuraledllule (dépendante du métabolisme). Il a
également été observé limplication de substanadgngeriques extracellulaires (EPS en
anglais) produites par des microorganismes en uniiaturel ou artificiel. Les EPS sont
composées d’'une grande variété de macromoléculésmutepoids moléculaire tels que des
polysaccharides, des protéines, des acides nuekigt également des phospholipides et
guelques molécules de faible poids moléculaire pmgmériques. Les EPS jouent un réle
important dans I'adhésion cellulaire, la formatidlagrégats cellulaires (biofilms, sludges,
biogranules) et protegent les cellules des agmessia milieu (Bhaskar and Bhosle, 2006; Pal
and Paul, 2008). Les EPS, de par leurs caractiresti chimiques, sont potentiellement
fixatrices de métaux. Enfin les bactéries peuveéatmaniéere indirecte, influencer la mobilité
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des meétaux par des modifications physicochimiquesndlieu comme par exemple la
modification du potentiel redox, du pH...(Guiné, 2R06

L’'approche classique pour étudier les interactidectéries/métaux est basée
principalement sur la prise en compte de l'intezfgoe constitue la paroi cellulaire. Ainsi, la
paroi bactérienne est assimilée a l'associationgdmipements fonctionnels de surface
susceptibles de réagir avec les éléments extérieareffet, étant en contact avec le milieu
extérieur, les différentes molécules ou élémenésents sur la couche externe des cellules
sont des sites d’interaction privilégiés avec lieownement (ions, métaux, pesticides,
constituants du sol...). Ces groupements réactifonctionnels vont caractériser en partie la
réactivité des bactéries. Des techniques tresrdiités ont été utilisées pour caractériser ces
groupements fonctionnels réactifs des celluleséptnes (titrations acide-base, EXAFS,
spectroscopie infrarouge...). Fein et al. (1997) lm# premiers proposé un modéle de
sorption des métaux par les cellules bactérienoesmplique des groupements fonctionnels
acides (carboxyles et phosphodiesters ; pK<4.7)tree (phosphomonoesters ; vK et
basiques (amines et/ou hydroxyles; pK>8). Yee &ath (2001) ont montré que de
nombreuses bactéries a Gram négatif ou positifeptagent une capacité de sorption des
métaux comparable, et qu'un modele de complexatiomiversel » pouvait étre envisagé
pour décrire la fixation des métaux par les cellldactériennes et ainsi contribuer a mieux
prédire le devenir des métaux dans les sols.

Sur la base de cette conceptualisation, Guiné €@06) ont calculé que la membrane
de trois bactéries modeles a Gram nég&ifdoli K12DH5a, C. metalliduransCH34 etP.
putidaATCC12633) présentait une densité de sites théeiinférieure & 2 atomes de zinc par
nn. En pratique il s’est avéré que ces bactériesmtanpables de fixer de 16 & 56 atomes de
zinc par nm. Ces résultats montrent que la réactivité desébiastne peut s’expliquer par la
seule rétention des métaux sur les membranes el’guges composants ou compartiments
cellulaires doivent également intervenir. Les ppates hypothéses pour expliquer ces
résultats sont :

- la capacité des bactéries a internaliser lesurgiar diffusion passive ou par leurs systemes
de transporteurs actifs.

- la capacité des bactéries a synthétiser des HP®oqt potentiellement fixer et « inerter »
les métaux dans le milieu extracellulaire ou sarmembranes (Guibaud et al., 2005; Comte
et al., 2006a; Ha et al., 2010; Guiné et al., 2006)

- la capacité de certaines bactéries résistantemataux, telle que GnetalliduransCH34, a
expulser les métaux dans le milieu extracellulgyee un systeme d’efflux spécifique
(Mergeay et al., 1987; Nies and Silver, 1995; NE&)3).

Ces interactions contrdlent la biodisponibilitdamobilité des métaux dans les sols,
les sédiments ou I'eau. Si un métal est piégé earcdllules bactériennes, son devenir leur est
alors intimement lié. En dépit de leur faible prdpmm en masse dans les sols, les particules
colloidales peuvent participer a I'augmentationlalesolubilité apparente des polluants. En
effet, si ces contaminants s’adsorbent fortementiea colloides mobiles, alors ces polluants
peuvent étre transportés rapidement et sur de éandistances. Ce mécanisme est connu sous
le nom de transport facilité des polluants pardeoides. La plupart des observations de
transport facilité des contaminants par les collsisont basées sur des observations de terrain
(indirectes), des calculs ou des expériences dmdadire en colonnes. Plusieurs revues de
littérature concernant les mécanismes de facoitatu transport des contaminants liés a la
présence de particules colloidales ont été publiBesCarthy and Zachara (1989), Miks al.
(1991), Ryan and Elimelech (1996) et Kretzschetaal. (1999) ou plus récemment Sen and
Khilar (2006) (qui intégrent le réle des colloidestiques a leur étude). Ces expériences
montrent que sous certaines conditions favorabladiBération de colloides vers la solution,
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le transport colloidal des métaux peut étre ungseas important de migration des métaux
dans les sols, méme dans les zones non contantiegessls.

A ce jour, de nombreuses études ont porté suatesport de colloides minéraux ou
synthétiques (McCarthy and Zachara, 1989; Ryankimdelech, 1996; Kretzschmar et al.,
1999; Sen and Khilar, 2006) qui, bien qu'intéresssnne sont pas toujours applicables aux
meécanismes de transfert des colloides bactériapp@n and Schijven, 2006; Sen and Khilar,
2006). En effet, les colloides bactériens sonttsigex mémes processus physicochimiques
que les colloides abiotiques mais aussi a un oemambre de facteurs ou processus
biologiques qui affectent leur transport, tels ¢ggeconcentrations en cellules et en substrat,
la croissance et l'inactivation cellulaires ou erd@activité biologique (métabolisme) (Sen et
al.,, 2004; Senret al., 2005; Foppen and Schijven, 2006). Pourecedison, les colloides
bactériens présentent rarement un comportemertigueset transposable a différents types
de sols. Pour mettre en évidence le role que peéyeear les biocolloides dans le transport
des polluants, il faut donc considérer d’'une patransfert des bactéries seules dans le milieu
poreux, puis dans un second temps I'impact deszellsur le transfert de métaux.

Dans ce contexte général, I'objectif principal ddte thése est de contribuer a une
meilleure compréhension du rble des bactéries tansansport des polluants métalliques
dans les sols. Pour répondre a cet objectif génamls avons développé une approche
couplée :

- Dans la premiére partie, nous souhaitions caigetéles interactions meétaux/bactéries par
I'étude de la compartimentation subcellulaire doczet du cadmium chez deux bactéries
modeles,E. coli K12Dh5y et C. metalliduransCH34. Cette étude a été réalisée selon un
protocole mis au point lors de cette thése permiettatamment d’identifier le role réel de la
paroi cellulaire dans la rétention des métaux apese en compte de l'effet de I'état
physiologique des cellules bactériennes (activesnaatives) tel que I'on peut observer in
situ.

- Dans un second temps, nous avons cherché adsdsacta dynamique du transfert facilité
des métaux par les bactéries grace a une apprecthgndmique des systemes en colonnes de
laboratoire. Il s’agissait de caractériser dangremier temps les mécanismes de transport
des bactéries seules ou en mélange et celui desixngtuls ou en mélange. Dans une optique
de bioremédiation de sols pollués aux métaux lQunidsis avons étudié I'mpact de la
présence de bactéries sur le transfert de ces méfas études ont permis de déterminer la
capacité des deux bactéries modéles, I'une sensibléautre résistante aux métaux, a
mobiliser et/ou accélérer le transport du zincietadmium dans un sable naturel réactif.

- Le lien entre ces deux parties a été fait enigpaht une modélisation du transport réactif

des métaux, a I'aide un modeéle couplant transpgogechimie. Les constantes de réactions
nécessaires a cette modélisation ont été détermiaéeartir des expériences d’étude des
interactions bactéries métaux a I'échelle de lakeekt des expériences de transport réalisées
avec les bactéries et les métaux seuls.

- L'originalité principale de ce travail est de @épper une approche multi-échelle pour
tenter de relier des mécanismes réactionnels hdleccellulaire a des processus de transfert
réactif a I'échelle de la colonne de sol. De plossiavons essayé de nous rapprocher de la
réalité en prenant en compte des effets de méldageétaux et de bactéries ainsi que des
états physiologiques représentatifs du terrain.

Le premier chapitre présente une revue bibliogrpghsur les interactions entre les
métaux lourds et les bactéries, sur le transparicddoides en milieu poreux et sur la mise en
évidence du transport réactifs de contaminantslggarcolloides dans les sols. Le second
chapitre permet de présenter les modeéles d'étudieatt la méthodologie developpé pour
I'étude de la distribution subcellulaire des métalaxns les bactéries. Le troisieme chapitre
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concerne I'étude de la distribution subcellulaine @d et du Zn dans les deux bactéries

modéles. Le quatriéme chapitre concerne I'étudgahsport des deux bactéries modéles dans
le sable d’Hostun. Le dernier chapitre concernele des bactéries dans la mobilisation des

métaux dans les sols ainsi que la modélisatiorcassa ces expériences.
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CHAPITRE | — Introduction générale et objectifs

I-1. Milieu poreux et colloides

I-1-1. Définitions et origine des colloides

Un milieu poreux est un milieu composé d’'une stitetsolide et d’espace vides appelés
pores. Ces pores peuvent étre connectés ou nmamplis partiellement ou totalement de gaz
ou de liquide. Les sols sont des milieux poreux mlexes créés en surface par divers
processus (biologiques, géologiques et hydrologiquéls présentent une stratification
verticale due a l'influence continue de I'eau qudircule et des organismes vivants. Du point
de vue chimique, les sols sont des systemes bibgemgies composés de trois phases:
liquide, gazeuse et solide. La phase gazeuse adtitbée d'air plus riche en GO
(transformations biologiques) que I'atmospheéreewdre. La phase liquide correspond a I'eau
de pluie lessivant le sol et qui peut étre plusnooins enrichie en sels. Les aquiféeres
correspondent a des milieux poreux saturés enilaay,a alors que deux phases en présence
(liquide et solide). La phase solide est constitdéme fraction minérale et d’'une fraction
organique. Cette phase solide peut étre séparéetlenfractions : une fraction immobile et
une fraction potentiellement mobile, appelée factolloidale.

Les colloides sont ubiquitaires dans I'environnehetpeuvent étre composés de phases
minérales inorganiques (argiles, carbonates, oxygeter...), de biopolymeres organiques
(acides humiques et fulviques, polysaccharides.e. )ntroorganismes et virus (biocolloides)
ou étre d’origine anthropique (nanoparticules) (u2004; Kretzchmar and Schafer, 2005).
Les colloides sont classiquement définis par laillet comprise entre 1nm et 1lum dans au
moins une direction et une faible solubilité daeau (Kretzschmar et al., 1999), voir Figure
I-1. Ces caractéristiques leur conferent une stabiblloidale qui leur permet de rester en
suspension dans I'eau. De plus, les colloides préseune réactivité tres élevée du fait de
leur grande surface spécifique (inversement prapuotelle & leur taille, 10-800 7g*) mais
également du fait de la présence de nombreusedidoscchimiques a leur surface
(Kretzchmar and Schéfer, 2005).

Parmi les particules colloidales réactives du sal, distingue les biocolloides et
notamment les bactérieSes dernieres sont présentes a de fortes concensgraians les sols,
de 16 a 1d° cellules par gramme de sol sec (Jocteur Monratied., 1993; Martins et al.,
1997; Yee et Fein, 2001). Il a été montré a de mendes reprises que les bactéries jouent un
réle majeur dans la séquestration, la transformagtda mobilisation des polluants ainsi que
dans la participation aux cycles biogéochimiquead; 1992; Ledin, 2000, Guiné et al.
2003, Citeau et al. 2003). Depuis quelgues annéss phrticules colloidales, et les
microorganismes en particulier, sont soupconnéepatciper a la mobilité globale des
métaux dans le sol.
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Figure I-1 Taille et diversité des particules collaales, d'apres(Kretzschmar et al., 1999)

[-1-2. Les colloides bactériens

Les bactéries sont des organismes de taille miguenvisibles uniquement a l'aide
d’'un microscope. Antoine van Leeuwenhoek fut lenpes a observer des bactéries, grace a
un microscope de sa fabrication, en 1668. Il lepelp « animalcules » et publia ses
observations dans une série de lettres qu'il engolam Royal Society. Le mot « bactérie »
apparait pour la premiere fois avec le microbidtegallemand Christian Gottfried Ehrenberg
en 1828. Ce mot dérive du gr@axmpiov, qui signifie « batonnet ». Au Xbiécle, les
travaux de Louis Pasteur ont révolutionné la bautagie. || démontra en 1859 que les
processus de fermentation sont causés par des-arganismes et que cette croissance
n'était pas due a la génération spontanée. Il démaussi le réle des micro-organismes
comme agents infectieux. Pasteur congut égalementrdlieux de culture, des procédés de
destruction des micro-organismes comme l'autoclavela pasteurisation. Le médecin
allemand Robert Koch et ses collaborateurs mirenp@nt les techniques de culture des
bactéries sur milieu solide. Robert Koch est unmesniers de la microbiologie médicale, il
a travaillé sur le choléra, la maladie du charbamth{rax) et la tuberculose. Il démontra de
facon claire qu’'une bactérie pouvait étre 'agergponsable d’une maladie infectieuse et il
proposa une série de postulats confirmant le rdddo§ique d’'un micro-organisme dans une
maladie. Les microbiologistes Martinus Beijerinck ®ergei Winogradsky initiérent les
premiers travaux de microbiologie de I'environneimeind’écologie microbienne en étudiant
les communautés microbiennes du sol et de I'ed@satelations entre ces microorganismes.
En 1977, Carl Woese grace a ses travaux de phyg#oléculaire divisa les procaryotes en
deux groupes : IeBacteriaet lesArchaea

Les bactéries sont des organismes vivants unia@ksl procaryotes, dont la structure
cellulaire ne comporte pas de noyau. Les bact&oes ubiquitaires et sont présentes dans
tous les types d'écosystemes mais également danstres vivants. Les bactéries ont une
importance considérable dans les cycles biogéodghiesi comme par exemple le cycle du
carbone et la fixation de I'azote de I'atmosphés.trés grande majorité des bactéries sont
inoffensives ou bénéfiques pour I'organisme. llsexicependant des espéces pathogénes a
l'origine de beaucoup de maladies infectieusesHt@éra, la syphilis, la peste, I'anthrax, la
tuberculose). De plus les bactéries présentenpagsiétés biotechnologiques intéressantes.
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Elles sont notamment utilisées dans I'agroalimeatkirs de la fabrication des yaourts ou du
fromage et dans la production industrielle de na@ukrcomposés chimiques. Plus récemment
les industriels et scientifiques se sont intéresa®s capacités des microorganismes pour
décontaminer les sols et eaux polluées.

I-1-3.  Propriétés de surface des bactéries

La connaissance des propriétés de surfaces dawibaatst une étape nécessaire a la
compréhension du réle joué par les bactéries demglifférents processus auxquels elles
participent. Pour cela il faut s’intéresser a largétrie des cellules, la structure de leur paroi,
leur capacité a échanger des protons ou a retesircdtions, leur propriété d’hydrophobie
ainsi que leur charge de surface.

[-1-3-1. Structure et géométrie des bactéries

On trouve dans le sol de nombreuses espéces leackEsi qui se distinguent les unes
des autres par leur morphologie, leur compositlimizjue, leur mode de vie et de nombreux
autres facteurs, comme leur fonction dans un ét&sys Les morphologies bactériennes
peuvent étre trés variées. Les cellules peuveatc@tnrtes, pratiquement sphériques (cocci ou
coques) ou allongées (bacilles). Les bacilles sssentiellement des cylindres a extrémités
hémisphériques mais on en connait aussi a extrefimes, pointues (formes en fuseau) ou au
contraire planes (bacilles dits « a bouts carréSejtains corps bacillaires sont incurvés ou
spiralés.

Afin de se protéger des variations de ['environnemépression osmotique,
température, teneur en oxygene, eau...) les bactérniesdéveloppé une paroi cellulaire
particuliere. La paroi est une structure rigiderégistante qui entoure le cytoplasme et sa
membrane et lui donne sa forme (Figure I-2).

) Membrane
Paroi

x Plasmique \

Cytoplasme
(+ contenu)

Figure 1-2 : Schéma d'une cellule bactérienne.

Malgreé les variations structurales, la paroi destdyées contient une molécule originale,
le peptidoglycane. Celui ci constitue une structinés rigide autour de la cellule, c'est un
véritable exosquelette responsable de la forme badeséries. Ce réseau est composé de
chaines de glycanes reliées entre elles par désortsapeptidiques. La densité du réseau de
peptidoglycane (PG) permet de distinguer deux tygedactéries : les bactéries a Gram
positif et les bactéries a Gram négatif.

- La paroi des bactéries a Gram positif (Figure E8) principalement constituée de
peptidoglycane qui constitue un réseau épaisyilbglute également d'autres constituants,
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I-1 Milieu poreux et colloides

notamment des grandes chaines de polymeres se@mdhes acides teichoiques sont
associés au réseau de peptidoglycane et atteigaestirface externe et constituent des
antigenes importants. D’autres constituants soateégent présents chez certaines espéeces :
protéines, polysaccharides qui peuvent jouer ure ribhportant dans les propriétés
antigénigues ou dans le pouvoir pathogene.

— La paroi des bactéries a Gram négatif apparafrdgdne. On distingue une couche
interne et une membrane externe, séparées parpatceepéeriplasmique (Figure [-3). La
couche interne contient du peptidoglycane qui remola membrane cytoplasmique et dont la
structure est comparable a celui des bactériesatn @ositif. Toutefois, il ne contient jamais
d'acides téchoiques. Il est le squelette de I'eppa et il joue un rdle essentiel pour l'intégrité
cellulaire. L'espace périplasmique contient degpiptéines qui relient la membrane externe
au peptidoglycane et qui participent a la cohéglenla paroi. La membrane externe est
constituée dune double couche phospholipidiqgue s dalaquelle flottent des
lipopolysaccharides (LPS) et des protéines. Lespljysaccharides sont des molécules
complexes jouant un rdle important dans les progsi@ntigéniques (antigene O) et dans le
pouvoir pathogéene (endotoxine). Cette membranearextonstitue une barriére qui protége la
bactérie mais qui ne s’oppose pas au passage tis tis molécules. Sa perméabilité est
assurée par des protéines membranaires (les porines

GRAM - GRAM +

Polysaccharides

Lipoprotéine

// Protéine capsulaire
¢ ° \

Bicouche lipidique ®

Espace periplasmique __ ___ Peptidoglycane + _ __
__acides E__QQh_Q___!_QH_QS_______ —

¥ Peptidoglycane
Bicouche lipidique

Cytoplasme Cytoplasme

@\ Chromosome /@

Figure 1-3: Schématisation des deux types de parotgllulaires bactériennes a Gram positif et négatif

Selon les conditions environnementales les bastéreivent s'entourer d'enveloppes
supplémentaires plus ou moins structurées ou @sfuBe tres nombreuses bactéries sont
capables de synthétiser des substances polyméggtresellulaires (EPS) a leur surface qui
peuvent, éventuellement, étre libérées dans lemilCes polymeéres sont élaborés de maniere
préférentielle lorsque les bactéries sont dans ilisunhostile car ils apportent une protection
ou un moyen de coloniser I'environnement. Parmiplelysaccharides de surface, on peut
distinguer la capsule et les couches mugueuseslime. sLa capsule correspond a une
structure bien organisée, facilement mise en écelgrar des techniques simples alors que le
slime correspond a des constituants polysacchaediglus ou moins libérés dans le milieu et
ne constituant plus une véritable entité morphajogi Ces structures sont tres réactives et
leur développement conduit a la formation d’'un addage, complexe, stable, structuré et
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tres réactif appelé biofilm (Muris, 2004). Les hiimls sont tres répandus dans les milieux
naturels et permettent aux bactéries de se protigegnvironnements hostiles.

[-1-3-2. Hydrophobie et charge de surface

Le comportement des colloides bactériens dans if@mvement - du fait de la
présence d’eau, notamment dans les sols - estrfenteinfluencé par leur hydrophobie de
surface. La plupart des surfaces bactériennesgtoldlement hydrophobes, cela résulte des
propriétés conférées par les constituants membemaiotamment lipidiques (Rosenberg and
Kjelleberg, 1986). Cependant, certains constituamésnbranaires présentent a la fois des
propriétés hydrophobes et hydrophiles ce qui induie forte variabilité du caractére
hydrophobe/hydrophile apparent des cellules bastéds (van Loosdreckt al, 1987b; Otto
et al, 1999; Foppen and Schijven, 2006). Les protéimesuiface, les acides lipotéichoiques
et les LPS conferent des propriétés hydrophobesadaces (Mattos-Guaraléi al, 1999).
Les phospholipides possedent une « téte » hydmghitles « queues » hydrophobes. A ces
effets structuraux sur les propriétés d’hydrophates cellules bactériennes, s’ajoutent des
contraintes abiotiques telles que le pH, la tentpéeaou la force ionique de la solution qui
controlent la réactivité des surfaces bactérienmqas par conséquent, peuvent modifier
également le caractére hydrophobe apparent degesell

La charge de surface n’est pas mesurée directamagatelle peut étre estimée soit par
la mesure de la mobilité électrophorétique (vitedsaléplacement des particules soumises a
un champ électrique), soit calculée a partir dd&erdints modéles en se basant sur les
concentrations des espéces adsorbées. Dans lesxifdiblement concentrés, une mesure de
la mobilité électrophorétique des particules perngaestimer le potentiel Zétac)
représentatif de la charge effective de la pagi¢aharge « particule + couche diffuse »). Le
pH (pHyJ, pour lequel la charge de surface est nufleh@rges positives 3 charges
négatives) est d’'un intérét particulier, car il ryplus de répulsion électrique entre les
différentes particules. Dans le cas de la mobéigctrophorétique, ce pH est appelé point
isoélectrique (PIE). Les valeurs de pébu du PIE varient du fait de I'adsorption specifiq
des cations ou anions a la surface des particulekidait de la présence d’hétérogénéités ou
d’'impuretés de surface. Ainsi, la charge de surfde® colloides est nulle lorsque le pH du
milieu est égal a celui de leur PIE ; négativedaesle pH est supérieur et positive lorsque le
pH est inférieur. Pour des pH « environnementawompris entre pH 4 et 8, la plupart des
cellules bactériennes possedent une charge desurégative (Rosenberg and Doyle, 1990).
Le potentiel Zéta, en plus de la charge effectivmel particule, renseigne sur la stabilité des
suspensions colloidales.

|-2. Réactivité des bactéries vis-a-vis des éléments tas

I-2-1. Les éléments traces métalliqgues (ETM) dans
I'environnement

L’'appellation métaux lourds est une appellation raate qui n'a ni fondement
scientifique, ni application juridique. Les métalourds sont présents dans tous les
compartiments de I'environnement, mais en générdtes faibles quantités. On dit que les
métaux sont présents “ en traces ”. La classificaén métaux lourds est d’ailleurs souvent
discutée car certains métaux toxiques ne sont pegudierement “ lourds ” (le zinc par
exemple), tandis que certains éléments toxiquesoné pas tous des métaux (I'arsenic par
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exemple). Pour ces différentes raisons, la plugest scientifiques préférent a I'appellation
métaux lourds, I'appellation “ éléments en tracedattiques " (ETM) ou par extension “
éléments traces .

On appelle éléments traces les éléements métalligaggels, métaux ou dans certains cas
métalloides, caractérisés par une masse volumiguée supérieure & 5 g.¢mQuarante et
un métaux correspondent a cette définition géné@akguels il faut ajouter cinq métalloides.
Beaucoup d'ETMs sont indispensables aux processlogigues : par exemple le fer est un
composant essentiel de I'hémoglobine, le zinc, lavre sont des oligo-éléments
indispensables... Tous les ETMs sont présents nkgomeht a I'état de traces dans les sols.
L’activité humaine peut avoir renforcé cette preseétant donné que nombre d'ETMs jouent
un réle important dans la vie quotidienne :

— lefer et ses alliages, aciers, aciers inoxydables,

- le plomb pour les batteries d'accumulateurs, lgauieries, les soudures, les
peintures anti-corrosion et les munitions, les gilées de plomb...

— le mercure pour de trés nombreux usages dont laggyames dentaires et les piles
électriques,

- le chrome comme pigment rouge et pour le chromagaetes,
— le cuivre dans le domaine de I'électronique ettidgtemenst phytosanitaires,

— l'argent pour la bijouterie et I'argenterie, |la ypaphie argentique, de nombreux
usages industriels, les monnaies et médailles,

— l'or pour la bijouterie, les objets précieux, lestacts électriques, en dentisterie,

- le zinc pour la galvanisation de l'acier, et poas gieces moulées utilisées dans
l'automobile et sa présence dans les pneumatiques,

— le nickel pour les aciers inoxydables...

L'activité humaine n’a apporté aucun changemensdas volumes de métaux lourds,
car les métaux sont non biodégradables. Penda@T& siecle, elle a surtout changé la
dispersion des métaux, les formes chimiques (owia@ns) et les concentrations par
I'introduction de nouveaux modes de dispersion @as) égouts, voitures...). Si une partie des
métaux lourds part directement dans le sol et &s<.el’'essentiel est d’abord émis dans
I'atmosphere avant de rejoindre les deux autrespeotiments (Sigg et al., 2001). Méme si
les concentrations de métaux lourds dans les soégsent beaucoup moins importantes que
celles relevées dans les sédiments, la contammege sols constitue un enjeu fondamental
non seulement parce gu’il affecte notre environngrpeoche, mais aussi et surtout parce que
I'enjeu de la pollution des sols est directemengli’alimentation en eau potable.

La toxicité des métaux lourds a conduit les powsspirblics a réglementer les émissions
en fixant des teneurs limites. Cette réglementati@st cependant d’aucun secours pour
déterminer sans ambiguité une liste de métauxweifler car la liste varie selon les milieux
considérés : émissions atmosphériques, rejets lgams regles sur I'épandage des boues ou
la mise en décharge... L'arrété du 2 février 199&tifeaux installations classées pour la
protection de I'environnement, fixe notamment lesissions de toute nature que doivent
respecter ces installations. L'arrété ne défing [@s « métaux lourds » mais sélectionne un
certain nombre de métaux sujets a des contraim@soanementales, en lI'espéce le respect
de limites d’émission dans l'eau. Douze métaux smomicernés : Aluminium, Arsenic,
Cadmium, Chrome, Cuivre, Etain, Fer, Manganeseciver Nickel, Plomb, Zinc. D’autres
réglementations sont plus restrictives. La régldateon n’est donc d’aucun secours et
contribue méme a entretenir 'ambiguité (7, 12 &umétaux soumis a des contraintes
environnementales). Difficulté supplémentaire, daos rapport sur les éléments en France,
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I’Académie des Sciences ne prend en considératiemguf éléments, classés en « éléments
en traces » : Arsenic, Cadmium, Chrome, Cuivre,duiiex, Nickel, Plomb, Sélénium et Zinc
(Miquel, 2001).

Il existe néanmoins une constante. Parmi les médtaurs, on distingue principalement trois
d’entre eux : le mercure, le plomb et le cadmium quot quelques caractéristiques
physicochimiques communes :

— ils se transportent, changent de forme chimiqués mase détruisent pas

— ils ont une conductivité électrique élevée, quiliexge leur utilisation dans de
nombreuses industries

- mais surtout, ils présentent une certaine toxi@wur I'homme, entrainant
notamment des lésions neurologiques plus ou maimgeg. Tandis que tous les
autres ont une utilité dans les processus biol@giqu certains métaux (les
oligoéléments) sont méme indispensables a la eidefl, le cuivre, le nickel, le
chrome...) - les trois métaux cités sont des élésngamns utilité biologique connue
et donc toxigues méme a faible concentration.

Les teneurs en huit éléments traces ont été détéemidans les sols agricoles Francais suite a
une collecte de données a I'échelon national pareBat al. (2007) (Tableau I-1).

Tableau I-1: Teneur en huit éléments traces dansdesols agricoles frangais en mg.Kgde sol sec (Baize et
al., 2007).

Cd Cr Cu Hg Ni Pb Se Zn
Nombre
i . 10634 11117 11118 8798 11275 11160 8193 11161
d'échantillons
Mediane 0.3 37.6 13.8 0.05 20.4 25.6 0.2 59
Moyenne 0.39 41.6 17.4 0.08 24.1 30.4 0.26 68
Maximum 17.1 2262 663 11.6 1333 1560 9.2 2707
Seuil réglementation 2 150 100 1 50 100 10 300

Dans notre étude, nous nous intéresserons plugp@tement a deux métaux de
toxicité différente : le zinc (Zn), un oligoélémenkique uniquement a forte concentration et
le cadmium (Cd), un métal qui n’a aucune fonctiomldgique connue et qui est toxique a
faible concentration.

[-2-2. Interactions entre les bactéries et les métaux dans
I'environnement

[-2-2-1. Généralités

Certains métaux sont essentiels pour les microsges (K, Na, Mg, Ca...) et
participent au fonctionnement des cellules. Dangtates réactions catalytiques
indispensables pour le fonctionnement de I'orgarisdes métallo-enzymes ont besoin d’'un
ion métallique comme atome central. De plus, atngénérer de I'énergie, de nombreux
microorganismes dépendent des composés métallamprese donneurs d’électrons pour le
métabolisme, le chimiotropisme et comme acceptelétectron pendant la respiration
anaeérobie. Il est courant de trouver des métaux sutface des bactéries. En effet les ions
métalliques sont un composant important des pd@isériennes (Beveridge, 1989). Il a été
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montré que les ions divalents étaient fortemensgrts dans les parois de deux bactéBes (
subtilis 168 etB. licheniformisNCTC 6346). Le magnésium (¥ et le calcium (C)
semblent étre les métaux les plus abondants, daummétaux en quantité moindre ont
également été observés. Ces métaux sont fortendmtalix acides téichoiques et au
peptidoglycane. Les ions métalliques peuvent égahemaffecter |'organisation des
phospholipides et des lipopolysaccharides a I'eetiérde la membrane et peuvent méme
affecter les forces de liaisons entre les diff@snparties de la membrane. En revanche
certains éléments métalliques (Al, Ag, Cd, Sn, Hgsoht toxiques pour les organismes.
Malgré la présence d’ions toxiques, certains miganismes sont capables de survivre dans
des milieux pollués. Cette capacité peut étredaltét de mécanismes induits ou intrinséques
aux individus (Gadd, 1992). Pour les microorgansm@add (1992) définit la tolérance
comme la capacité de faire face a la toxicité désox au moyen des propriétés intrinseques
des organismes. En paralléle, il décrit la réstatomme la capacité a survivre aux métaux
toxigues par des mécanismes de détoxication emsépdirecte a la présence de métaux dans
I'environnement. Dans la suite de ce chapitre, mauss intéresserons dans un premier temps
a la réactivité générale des bactéries vis-a-vis rdétaux puis, dans un second temps, aux
différents mécanismes adaptatifs développés pardeteries pour se protéger de la toxicité
des métaux.

[-2-2-2. Réactivité des bactéries vis a vis des métaux

Les microorganismes, en particulier les bactépesivent interagir avec les métaux
via différents mécanismes (Ledin, 2000). On peseoler une transformation des métaux par
des processus d'oxydation/réduction ou d’alkylatio@es modifications modifient
généralement la toxicité et la mobilité du métalrgjine. Les métaux peuvent également étre
accumulés par des phénomeénes d’adsorption passd&péndante du métabolisme) ou par
transport actif a l'intérieur de la cellule (dépantt du métabolisme). Il a également été
observé la production par les microorganismes dastances telles que des composés
organiques ou des sulfides, par exemple, qui nerdifia solubilité, et donc la mobilité des
métaux. De plus, de par leur participation aux €ydliogéochimiques, les microorganismes
modifient les caractéristiques de la matiére omyamidans leur environnement, ce qui peut
modifier le comportement des métaux via des méoassde chélation ou complexation.
Enfin les bactéries peuvent influencer de maniadirécte la mobilité des métaux par des
modifications du milieu, par exemple par acidifioat Ces différents mécanismes sont
résumeés dans la Figure 1-4.
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Biosorption Bioaccumulation
Me?* | - Me2+
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l bactérienne - Me2*
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2+
Me0,2* po A"\ HPO, + Me?* > MeHPO,
(soluble) * CO;3% + Me?* > MeCO,
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Biodégradation de composés
métallo-organiques

Figure I-4: Schématisation des interactions entre @taux et bactéries (adaptée de Ledin, 2000). S
correspond aux groupements réactifs présents sur lparoi bactérienne. Mé" correspond a un cation
métallique. Org correspond a un composé organique.

Les interactions entre les cellules bactériennelesimétaux sont gouvernées par des
mécanismes passifs ou actifs (Chang, 1997; Hafgrmad Kothe, 2007).

* Les premiers sont indépendants du métabolisme rat de I'état physiologique des
cellules (vivantes ou mortes), ils sont rapideségersibles. lls ont lieu a l'interface
cellule/solution et mettent en jeu des mécanisnets que I'’échange ionique, la
complexation de surface ou la précipitation.

» Les seconds dépendent, eux, du métabolisme desgesedit sont donc spécifiques a
chaque souche bactérienne, ils sont plus lent8rgirglement inductibles.

Ces interactions passives et actives vont dépeddréa structure cellulaire et peuvent
intervenir simultanément. D’'une maniére générale, considere que les métaux lourds
peuvent étre fixés dans la structure cellulaireatséquemment biosorbés sur des sites de
liaisons. Ceci est indépendant du métabolisme tet@®u sous le terme de biosorption ou
« passive uptake » (Malik, 2004). Les métaux peuégyalement pénétrer les cellules en
passant la membrane par I'intermédiaire du métailmai Ce mode d’assimilation est connu
sous le terme d’assimilation ou « active uptak®alik, 2004). Ces deux modes d’interaction
sont plus généralement regroupés sous le termeiasecomulation. Chez les cellules
métaboliguement actives, I'assimilation se fait @sux phases. Une phase initiale de
biosorption rapide suivi d’'une phase plus lentessimilation active dépendante du
métabolisme et des métaux considérés. La plupasrétudes sur la biosorption des métaux
sur les cellules bactériennes ont été réaliseées gendre en compte l'effet de l'activité
physiologique des cellules.
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Association passive avec la paroi cellulaire ou biosorption

Avec 10-10° cellules @, les bactéries représentent le plus grand nombre
d’organismes dans les sols. En raison de leureptditie, les bactéries présentent un ratio
surface/volume important qui leur conférent done grande surface de contact pour interagir
avec l'environnement. En plus de ces caractéresiga'est plus particulierement la charge
nette négative de leur enveloppe cellulaire quidae ces organismes sont capables de fixer
et d’accumuler les cations métalliques dans l'emviement. La paroi des cellules
bactériennes présente de nombreux composants,eeappelés groupements fonctionnels
susceptibles de réagir avec les constituants exidrti En effet étant en contact avec le milieu
extérieur les différents composants présents soolahe externe des cellules sont des lieux
d’interactions privilégiés avec I'environnement (& metaux, pesticides, composants du
sol...). Les groupes fonctionnels présentent destifume anioniques au niveau de la surface
bactérienne, qui vont étre les principaux respdesatbe la capacité des bactéries a fixer les
métaux. Différentes techniques ont été utiliséeim afe caractériser les groupements
fonctionnels des cellules bactériennes (titratiaogle-base, spectroscopie EXAFS, ATR-
FTIR...) (Fein et al., 1997; Yee and Fein, 2001; @whal., 2006, 2007; Mishra et al., 2009).
Cox et al. (1999), ont établi une liste des priaaipsites réactifs et leur localisation au niveau
des parois bactériennes présentées et décriteseddableau |-2 ci-dessous :

Tableau [-2: Principaux groupements fonctionnels etconstituants membranaires chez les bactéries
(d'aprés Cox et al., 1999).

Groupements fonctionnels  Constituants membranaires

acides lipotéichoiques

carboxyles
LPS
R-COOH EPS
phosphomonoesters acides teichoiques
R-OPOH, LPS
EPS
phosphodiesters peptidoglycane
(RO),-P(OH), phospholipides
amines peptidoglycane
R-NH;" phospholipides
hy(lir_cg(ﬂes peptidoglycane

-Les lipopolysaccharides (LPS) sont des chaines @lécumles évoluant a I'extérieur
des cellules. lls sont composés d'un lipide A commsur lequel est fixé un polysaccharide
qui contient des groupes carboxyles et phosphonsbeise

— Les phospholipides sont composés de chaines Hhyalep attaché a une unité
glycérol sur laquelle est attaché un groupe hydtepBur ce dernier on trouve deux sites
réactifs (des fonctions amines et phosphodiesters).

- Le réseau de peptidoglycane (PG) est une struaigide composée de deux
molécules de sucres liées a un tétrapeptide. tiemrirois fonctions carboxyles et une amine.
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Guiné et al. (2006) ont proposé un schéma desrelifteé groupements fonctionnels de la
membrane &E. coli(Figure I-5).

Carboxyls
=COO + H* & =COOH
=COC + X ¢» =CO0OX
]0utercure

Phosphates:

=POH + H & =POH,
Lipicd & =POH +3 & =POHX
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Figure I-5: schématisation des différents groupemeén fonctionnels de la membrane &. coli (d'aprés
Guiné et al. 2006).

Il a également été montré que les différences itatiges de paroi entre les cellules a
Gram+ et Gram- semblent avoir une influence mineue les capacités de sorption des
métaux (Yee and Fein, 2001; Ngwenya et al., 20@8isi, Fein et al. (1997) ont proposé un
modele de complexation universel des métaux awveis sites de surface : carboxyles,
phosphates et hydroxyles ou amines. La déprotanasioccessive des groupements
fonctionnels avec l'augmentation du pH expliqueldaitcomportement acido-basique des
surfaces bactériennes. La déprotonation des sitekégjuilibre acido-basique suivant :

R-XH € R-X- + H+ Eq. I-1
Ou R correspond a la surface bactérienne et XH raupgment fonctionnel de surface
protoné.

On peut alors définir la constante de réactionasu :
[R - X Jam
K=
[R-XH]

et pK=-log(K). Aveca, I'activité des espéces en solutions. Chacunrdés gites fonctionnels
peut étre représenté par une constante de stalslitéune concentration en site
réactifs (Ngwenya et al., 2003):

Eq. I-2

R-COOH €>R-COO- + H+: 2<pKCH <6 ; [TCH] Eq. I-3
R-POH €>R-PO- + H+: 5.6<pKPH <7.2; [TPH] Eq. I-4
R-NH+ €>R-N + H+: 8<pKNH <12 : [TNH] Eq. I5

-19 -



I-2 Réactivité des bactéries vis-a-vis des élémeates

Récemment des analyses en spectroscopie EXAFShedeX-Ray Absorption Fine
Structure) ont été réalisés afin de déterminer plécisément les groupes fonctionnels
impliqués dans la biosorption des métaux (Kellrlet2001; Guiné et al., 2006; Ueshima et
al., 2008; Mishra et al., 2009). Cette techniquescsie en une analyse de spectrométrie
d'absorption des rayons X en utilisant principaleimie rayonnement synchrotron. Elle
apporte des informations sur l'environnement atomiq'un élément donné. Les résultats
obtenus ont permis de confirmer le réle des growgmsnfonctionnels présentés ci-dessus.
Cette technique a également permis de mettre eferdsé lintervention de sites réactifs
membranaires impliquant le soufre dans la rétentiorzinc et du cadmium (Guiné et al.
2006). Ces derniers interviendraient notamment dknsfixation du zinc a faible
concentration. De méme, Mishra et al. (2009) omile¥gent mis en évidence la participation
de groupements sulfhydrile dans la fixation du cadmpar des consortiums bactériens. A
partir des résultats obtenus en EXAFS, des schéeastructures moléculaires ont été
proposés par Guiné (2006) pour le zinc et le cadmen fonction de la concentration
métallique et sont présentés dans la Figure I-6.

Faible [Cd] Forte [Cd] Faible [Zn] Forte [Zn]

pc .

Ligands Ligands Ligands Ligands
sulfhydrile et phosphoryle , phosphoryle et phosphoryle et
carboxyle sulfhydrile et sulfhydrile carboxyle
carboxyle

Figure 1-6: Schématisation des structures moléculees des ligands des surfaces bactériennes impliqués
dans la biosorption du zinc et du cadmium en fonatin de la concentration en métal (Guiné, 2006).

Accumulation intracellulaire ou active uptake

Les métaux essentiels sont prélevés activemenepdractéries, sous forme ionique,
pour répondre a un besoin physiologique propre dhadisme, réponse a un stress). Ce
prélevement se fait en deux temps: les ions nals sont initialement adsorbés a la
surface extracellulaire (mécanisme passif) comnpdigueé précédemment puis des systemes
de transport spécialisés (protéines de transppri)s’accompagnent en général d’'une dépense
d’énergie (hydrolyse d’ATP) sont activés pour fadrgrer le métal a l'intérieur de la cellule
(mécanisme induit) (Nies, 1999). Du fait des sitmdes entre les métaux, les non essentiels
peuvent suivre accidentellement la méme voie gsieriétaux essentiels, ce qui explique en
partie la toxicité des métaux. L’internalisation BStape clé du mécanisme d’assimilation des
métaux. La formation de complexes entre le métlsegroupements fonctionnels anioniques
est un pré-requis a l'assimilation des métaux parrhicroorganismes. Une fois le métal
sorbé, il peut alors étre transporté dans I'esgsr@lasmique et éventuellement dans le
cytoplasme. Cela fait intervenir de nombreusesti@a de complexation et des molécules
nécessaires pour le transport, le stockage, desimde surface et les fonctions biologiques.
On distingue 3 grandes familles de transporteursajt décrites ci-apres : ATPases / RND /
CDF (Nies, 1999; Worms et al., 2006; Haferburg Kothe, 2007).
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I-2-3.  Stratégies de survie des bactéries résistantes

Les métaux qui n'ont pas de fonction biologiquetsgpénéralement tolérés a faibles
concentrations, alors que les métaux essentiels awreptés a plus forte concentration
(Bruins et al., 2000). Ces derniers participenfanctionnement métabolique des cellules en
tant que constituants d’enzymes ou constituantgtstrels (exemple de la membrane). La
concentration et la spéciation du métal détermisemelui-ci est utile ou nocif a la cellule
(Sigg et al., 2001). Le contrdle des concentratimiernes, ou homeéostasie, s’avere donc
nécessaire. C'est pourquoi les bactéries ont dgpéldifférentes stratégies de défense pour
se protéger de la toxicité des métaux :

» De nombreuses bactéries sont désormais connuedepmurapacité a excréter
les métaux par des systemes d’efflux. Ces typdsadsporteurs se caractérisent par une forte
affinité au substrat et permettent de maintenirfaileles concentrations métalliques dans le
cytosol (Mergeay et al., 1987; Nies and Silver,3;99ies, 2003). L’'un des exemples les plus
connus est la bactérfe. metalliduransCH34 qui a fait I'objet de nombreuses études. Trois
grandes familles de protéines responsables déukethez les microorganismes (Nies, 2003)
ont été décrites

- les protéines de la famille resistance-nodulation-cell division> (RND) dont la
premiere découverte fut la protéizcCBAde la bactérieC .metallidurans(Saier et al.,
1994) chez laquelle le plasmide pMOL30 permet Estance au cobalt, zinc et cadmium
(czg via un mécanisme d’efflux. De méme pour la pragdermettant la résistance au cobalt
et nickel €nr) porté par le plasmide pMOL28. L'efficacité de ostéme serait due au fait
que non seulement il permet de diminuer la conagatr cytoplasmique mais également la
concentration périplasmique. Dans ce cas les catenvent étre excrétés avant méme leur
entrée dans la cellule (Nies, 2003).

- la famille « cation diffusion facilitators » (CDF) dont les substrats principaux sont
le zinc, cobalt, nickel, cadmium et le fer. Cesté&yses d’efflux sont contrélés par le gradient
de concentration. Toutes les protéines CDF déathieg les bactéries sont impliquées dans la
résistance au Zn. C’est le cas de la protéimeD chezC. metalliduransgCH34. Chez E. coli,
la protéineZitB a été mise en évidence pour son implication dansésistance au Zn
(contrdlée par le gradient de potassium et la eefanotrice protonique»), I'expression de
cette protéine est induite par la présence de #&s. frotéines de la famille CDF sont
généralement responsables de 'efflux des métatsepts dans le cytoplasme (Nies, 1999).

- la troisiéme grande famille impliquée dans l'eflde métaux est celle def«ype
ATPases »qui forment une grande famille de transporteutgsadont I'énergie provient de
I'hydrolyse de I'ATP. Il existe des ATPases qui ong@nt et d’autres qui vont exporter les
métaux. Par exemple les Zn-CPx-type ATPases impligulans le transport de Zn, Cd et Pb
principalement du cytoplasme vers le milieu extérieu le périplasme. La premiéere protéine
décrite fut CadA, qui est impliquée dans l'efflue €d, découverte chez. aureug(Nies,
2003)

* Les microorganismes peuvent produire et rejetes Mextérieur des substances
organiques (EPS) ou inorganiques (métaboliteskqui susceptibles de modifier la mobilité
des métaux soit en les immobilisant (précipitatiadsorption) soit en les (re-) mobilisant
(solubilisation) (Chen et al.,, 1995). Ce mécanismes souvent décrit comme du
« bioweathering » ou biolixiviation (Gadd, 2009]r@our et Riedel, 2009; Uroz et al., 2009).
Le r6le des substances polymériques extracellgldE®S) est décrit plus en détails dans le
paragraphe I-2-4.

* Si les métaux toxiques sont entrés dans la cebBtl@me peuvent pas étre
excrétés par des systemes d’efflux, plusieurs asgaes ont développé des mécanismes de
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séquestration cytosolique pour se protéger. Il éarmdontré chez beaucoup d’organismes
résistants aux métaux que des composés internemeopar exemple, des granules de
polyphosphates ou des groupements thiols (contedantsoufre), étaient capables de
séquestrer des grandes quantités de cations metall(e.g. Keasling et al., 1998; Finlay et
al., 1999; Gadd, 2000; Pages et al.,, 2007). Lacbizaulation de métaux lourds et leur
stockage subséquent dans la cellule sous formeipermet a la cellule de diminuer leur
toxicité. C’est par exemple le cas chez C. metalids CH34 qui réduit le sélénite sous
forme de sélénium élémentaire (rouge) et l'accunsdels forme de nodules dans le
cytoplasme (Roux et al., 2001; Sarret et al., 2005)

 La précipitation extracellulaire intervient quandes| microorganismes

produisent ou sécrétent des substances qui réagessec les métaux solubles pour produire
un composé métallique insoluble. Les métabolitesganiques tels que des ions sulfate,
carbonate ou phosphate issus principalement dubwlétme respiratoire peuvent précipiter
des ions métalliques toxiques. La formation deusaf métalliques par les bactéries sulfato-
réductrices (sédiments anoxiques, sols faiblemérésa est par exemple I'un des processus
d'immobilisation microbiologique les plus connuse(lin, 2000). Pour étre efficace, la co-
précipitation doit diminuer de fagon conséquenteolacentration en éléments dissous, c'est-a-
dire en dessous de la concentration pour lagueltedissance bactérienne est affectée par la
concentration en métaux (MIC : Minimum Inhibitiom&entration).

 Enfin, les métaux peuvent étre biotransformés pas dnécanismes
d’oxydoréduction (ex Fe et Mn) liés a la respirataellulaire, ou par alkylation (ex Hg). Ces
transformations sont tres importantes pour cersdraetéries (bactéries sulfato-réductrices en
particulier) et ont une incidence sur la biodispdité, la mobilité et la toxicité du métal
(dépendant de sa spéciation). Les métaux toxigeresemt étre également transformés en une
forme moins toxique voire non toxique par oxydat@n réduction enzymatique. Pour leur
métabolisme énergétique, de nombreux procaryotegepe utiliser les métaux présents sous
différents états d’oxydation (Cr, Mn, Fe, Co, Cig du Se) comme donneurs ou accepteurs
d’électrons (Ledin, 2000).

Pour résumer, il existe dans la littérature un eosgas concernant les flux clés qui
définissent l'interaction de métaux traces avecdegmnismes aquatiques. Ces flux sont
synthétisés dans la Figure I-7 (Worms et al., 20063 métaux et leurs complexes, doivent
d'abord diffuser du milieu externe a la surfacel’deganisme (transport de masse). Les
complexes métalligues sont souvent dynamiques,btade se dissocier et se réassocier
(complexation/dissociation) avant d’atteindre lafate biologique. Pour avoir un effet, le
métal doit, dans un premier temps, réagir avecitensensible sur la membrane biologique
(adsorption/désorption). Apres adsorption, on olEseouvent mais non nécessairement une
phase d’internalisation. N'importe lequel des floétalliques mis en jeu (par exemple
diffusif; produit chimique de dissociation; intehlsation...) peut étre limitant pour
'ensemble du processus d’assimilation. L'amplear as processus varie selon la nature
chimique des composés, la taille, le type d'orgaaigt les conditions physicochimiques au
voisinage de l'organisme (par exemple pH, conceéotr de métal ou de ligand, potentiel
membranaire). En outre, certaines réponses bialegiqux métaux (par exemple I'efflux, le
changement de pH a linterface biologique, les fitadions de charge de surface...)
influencent la physicochimie des métaux en soluéba l'interface et modifient ainsi le flux
d'internalisation ou la concentration de métal bénanulée (Worms et al., 2006).
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Figure I-7 : Schématisation des principaux processu physicochimiques impliqués dans I'assimilation
d’éléments traces métalliques (ETM) par les microaganismes (d’aprés Worms et al., 2006).L correspond
a un ligand capable de fixé le métal M, L correspond a un ligand lipophile, L, correspond a un ligand
hydrophile, L, correspond a un ligand biologique et M; correspond au métal internalisé.

Etant donné la multitude d‘interactions possiblareeles bactéries et les métaux, il
apparait nécessaire de mieux comprendre et deappesl une méthodologie permettant de
quantifier la part de ces différents mécanismesef@t, de maniere classique, on étudie la
biosorption des métaux par les bactéries en sdagant a la capacité de biosorption globale
des cellules bactériennes. L'étude de la distrilutiles métaux a I'échelle de la cellule
pourrait apporter des renseignements sur I'impogade ces mécanismes. De plus, peu
d’études ont pris en compte l'effet de I'état ploysgique des cellules, alors que la mise en
place de systemes de résistance actifs peut fantemedifier la prise en charge des métaux
par les bactéries (efflux, surproduction d’EPSJikiaation, biotransformation...).

I-2-4.  Les substances polymériques extracellulaires (EPS)

[-2-4-1. Généralités

Les EPS sont des polymeres produits par des mgaommes procaryotes et
eucaryotes en milieu naturel ou artificiel. Nonesgiel pour les cellules libres, dans les
environnements naturels, les EPS jouent un réleoitapt dans I'adhésion cellulaire, la
formation d’agrégats cellulaires (biofilms, sludgb®granules) et protegent les cellules des
agressions du milieu (Bhaskar et Bhosle, 2006; Kgrmat Fein, 2011).

Les bactéries surproduisent en général des EPS éponge a un stress
environnemental. Depuis l'introduction du terme E&Sdernier a été variablement redéfini
dans la littérature. Ainsi, en 1982, il caractétidas substances d'origine biologique qui
participent a la formation d'ensembles microbigbsgsey, 1982). Lorsque que les chercheurs

-23-



I-2 Réactivité des bactéries vis-a-vis des élémeates

se sont intéresseés a la structure et fonctiondidéns, les EPS ont été décrites comme "les
polyméres biologiques (organiques) d'origine mi@nbe qui, dans les biofiims sont
frequemment responsables de la cohésion des cebtld'autres particules ensemble et au
substrat (adhésion) (Characklis and Wilderer, 1988yjourd’hui, les scientifiques
considerent que les EPS sont les biopolymerestagésude différents processus microbiens
comme la sécrétion active, la perte de matéridllegie, la lyse cellulaire et I'adsorption &
I'environnement (Guibaud et al., 2005). Les EPS somposées d’'une grande variété de
macromolécules de haut poids moléculaire tels cquge mblysaccharides (75 a 90 % de la
masse), des protéines, des acides nucléiques ketmégda des phospholipides et quelques
molécules de faible poids moléculaire non-polyméei] Ces composés peuvent étre présents
a l'état pur ou en liaison avec différents groupasctionnels. Souvent les protéines sont
associées avec des oligosaccharides pour former ggsoprotéines ou avec des
oligoéléments pour former des lipoprotéines (Wirtggn 1999). En général, les polyméres
qui se trouvent a I'extérieur de la paroi cellida@t qui ne sont pas directement ancrés dans la
membrane sont considérés comme des EPS. On dstitegix types d’EPS : les EPS liées et
les EPS solubles. Les EPS solubles peuvent étraitest par centrifugation, tandis que les
EPS liées exigent un traitement supplémentaire peurextraction. Les EPS solubles sont
activement sécrétées par des bactéries et sorddrahbles, tandis que les EPS liées restent
fixées a la biomasse active ou sont des molécésgtant de la lyse cellulaire (Guibaud,
2003; Guibaud et al., 2005; Comte et al. 2006a).

Les EPS présentent de tres bonnes propriétés elgioft des métaux avec des variations de
spécificité et d'affinité. La fixation de cationsuwa biopolymeres bactériens se fait

généralement par l'interaction électrostatigue ades groupes fonctionnels négativement
chargés comme des acides uroniques, des groupsphunmgles associés aux composants de
membrane ou les groupes carboxyliques d'acideséasmiDe plus, il peut aussi y avoir

fixation de cations par des polymeres positivemehargés par lintermédiaire de

groupements hydroxyles. Les EPS des microorganismyesitiques agissent comme des
polyanions dans des conditions naturelles par fadtion de ponts salins avec les groupes
carboxyles de polymeres acides (polysaccharidesecant des acides uronigues) ou en
formant des liaisons électrostatiques faibles ale groupes hydroxyles sur des polymeres
contenant des glucides neutres. Tandis qu’'un gnambre de métaux sont connus pour se
lier aux polysaccharides, la partie protéique d&S Boue aussi un réle majeur dans la
complexation d'ions métalliques. Les protéinesaickn acides aminés acides (nhotamment
l'acide glutamique et aspartique) contribuent aassi propriétés anioniques des EPS. Les

acides nucléiques sont polyanioniques en raisda ge2sence des résidus de phosphate (

Figure 1-8). Comme les composants négativementgélsades EPS, les acides uroniques, les
acides aminés acides et les nucléotides contenanphdsphate sont suspectés d'étre

impliqués dans des liaisons électrostatiques aa®cations (Pal and Paul, 2008). Dans une
récente étude, Kenney et Fein (2011) ont montrélesiEPS présentent des groupements
fonctionnels similaires a ceux que I'on retrouvdaasurface des cellules bactériennes. A

masse equivalente, les parois bactériennes etR&spEésentent des concentrations de sites
réactifs et des affinités similaires vis-a-vis gestons et du Cd. Les auteurs proposent ainsi la
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possibilité de modéliser la liaison des protonslasibiofilms par un jeu de constantes unique,
comme c’est le cas pour les cellules bactérierihsssl

ExoPolySaccharides (EPS) O~ _ o0 "™X=_o
H

- Seulement carboxyles &o
AN H

HO

Acd o

Acides nucléiques (DNA, RNA)

- Sites phosphodiesters o ~ P

- Bases fortes © I )
G

Protéines HR - \\
- Amines, \/\ (N N
- H
- Carboxyles, H H

- Cysteines

Figure 1-8: Principaux constituants des substancepolymériques exogenes (EPS) bactériennes et leurs
sites de fixation potentiels des métaux.

[-2-4-2. Les EPS et la bioremédiation

Les EPS sont généralement acides et sont a ladgiséactives avec les métaux et trés

mobiles ; elles peuvent étre assimilées a desdgalissous et peuvent participer ainsi a la
mobilisation des métaux. Ces EPS sont tres réactigetrés riches en groupements chargés
négativement, comme le pyruvate, les phosphatesjdeinate, les hydroxyles et les acides
uroniques qui se lient fortement aux ions métadigj(Geesey, 1982; Chen et al., 1995). Chen
et al. (1995) ont fait le bilan de la mobilisatides métaux par les polyméres bactériens et ont
montré que des polymeéres extracellulaires pouvaing utilisés pour décontaminer
efficacement les eaux souterraines et les solsgmlbar des métaux. Le traitement de métaux
lourds dans I'environnement par l'utilisation dedurbants microbiens a été étudié le plus
souvent dans un but de bioremédiation. Les EPSufiesdpar de nombreux microorganismes
sont d’un intérét important dans les processusiatemédiation par leur participation dans la
floculation et I'adhésion des ions métalliques efuten. L'utilisation de biopolyméres
semble étre l'alternative la plus économique, affic et slre comparée aux méthodes
chimiques comme la précipitation, la coagulatiggHange d'ion...
Les EPS d'origine bactérienne sont des transpsrigausibles pour les métaux dans les sols
ou les systémes aquiferes. Il a été montré quédeséries pouvaient produire une large
variété de polymeres et certains auteurs ont évalfigation des métaux par ces polymeres
(Tableau I-3).
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Tableau I-3: Capacité de biosorption des élémentsaces métalliques (ETM) par les EPS bactériennes

Quantité, mg.g*

Souche bactérienne Métal sorbé EPS Référence
Bactérie marine réductrice de '\f\ﬁ((l\ll)l) Sig (Beech and Cheung,
sulfate cr(li) 0.2 1995)
Methylobacterium Pb(l1) 184.2 .
organophilum Cu(ll 200.3 (Kim et al., 1996)
Alteromonas macleodii CPZEE:B i’%g (Loaéc et al., 1997)
subspfifiensis ) 75
Pseudomonas aerugino§al Cu(ln 320 (Kazy et al., 2002)
Enterobacter cloaceae
AK-I-MB-71a Cr(VI) 8.3 (lyer et al., 2004)
Cd(l 64.1 .
Chryseomonas luteolBEM05 Colll) 552 (Ozdemir et al., 2005)
Paenibacillus polymyx&13 Cu(l 1602 (Prado Acosta etal,
2005)
Pb(ll) 228
Cd(l 55
Paenibacillus jamilaeCECT Cu(ll 40 (Morillo Pérez et al.,
5266 Zn(11) 37 2008)
Ni(l1) 15
Co(ll) 10
Pseudomonas putida Cd(n - (Ueshima et al., 2008)
Pb(ll)
Boues activées (consortium C(lh (GUibaUd.’ 2003;
bactérien) Cu(ll - Comte, Guibaud, and
Ni(11) Baudu, 2006a, 2006b)

|-3. Métabolisme du Zn et du Cd chez les bactéries

Dans cette étude, nous nous intéresserons plusyigrement aux interactions et a la
prise en charge du Cd et du Zn par les bactérii@s.d& mieux comprendre la prise en charge
de ces deux métaux, il est nécessaire de se reeseaigr le métabolisme du Cd et du Zn chez
les bactéries. Ce paragraphe décrit les differsygsemes de transporteurs responsables de
I'import et de I'efflux du Zn et du Cd chez les maorganismes.

[-3-1. Meétabolisme du zinc chez les bactéries

Le plus souvent, le zinc se trouve sous forme dtation divalent (Zf) dans
I'environnement. C’est un composant de nombreusegnees et de protéines liants I’ADN.
L’assimilation du zinc, comme pour tous les ionsessiels, doit pouvoir se différencier de
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celles des autres ions structurellement similaicespme le Cd et le Pb (Silver and Phung,
2005). En général, les bactéries présentent desterags d’'importation du Zn. Un systeme
qui présente une haute affinité pour le substrgueest couplé a une dépense énergétique, et
un systéme non spécifique, contrdlé par le gradibithiosmotique a travers la membrane
(Blencowe and Morby, 2003). Le transport spécifiqest assuré par différents types de
protéines : les protéines de transport de type A@@t la plus connue eZnuABC Ces
protéines sont généralement constituées de detdimes transmembranaires formant un pore
permettant le transport du substrat. Ce type desp@t est hautement spécifique. Il existe
également un transport rapide mais moins/non gpegeifcontrélé par les systemes de
transport du Mg (montré che€. metalliduran$. Trois groupes de transporteurs sont
impliqués dans ces systemes : les transporteéard MIT (Metal Inorganic Transport) (sans
inhibition du transport de Mg), les transporteues ld famille MgtE (sous influence du
gradient chimiosmotique (moins fréquent que lesgmesCorA), et les transporteurs de la
famille MgtA, une ATPase de type P qui semble transportemie @us efficacement que le
Mg (Blencowe and Morby, 2003).

En ce qui concerne l'efflux du zinc, deux systemm@st connus chez les bactéries : les
protéines d’'efflux P-type ATPases. CHezoli les P-type ATPasesntA, CadA et Ziasont
connus pour étre responsables de l'efflux de zi\ieq, 2003). Ces ATPases transportent le
zinc uniquement a travers la membrane cytoplasmig@es transporteurs de type RND
(Resistance, Nodulation, cell Division) sont resgaidies du transport du zinc a travers la
paroi cellulaire chez les bactéries a Gram néghéf.premier systeme RND cloné fut le
systeme de résistance au cobalt/zinc/cadmiGag (découvert cheL. metallidurans Il a
également été montré que des protéines de la &a@IF, telles qu&ntA et ZitBpeuvent
participer a l'efflux du zinc (Blencowe and Morb2003; Nies, 2003). Ces différents
mécanismes sont présentés sur la Figure I-9

D ABC

~

Figure 1-9: Schéma représentant les principales failles de protéines impliquées dans le métabolismaid
zinc chez les bactéries (Nies, 1999).

[-3-2. Meétabolisme du cadmium chez les bactéries

Dans I'environnement, le cadmium se trouve trésveousous forme d’un cation
divalent (Cd") et est plus toxique que le zinc. De nombreuxwastent tenté de comprendre
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la toxicité du Cd vis-a-vis des microorganismesisma@cun mécanisme préecis n'a pu étre mis
en évidence. Les différents effets observés slanfixation du Cd aux groupements thiols qui
entraine la dénaturation de certaines protéinesgfaction avec le métabolisme du calcium et
la dégradation de la membrane et l'interaction dgeunétabolisme du zinc.

En ce qui concerne l'assimilation du Cd, il semhiteque le Cd peut utiliser les
systemes de transporteurs du magnésium et du nesede type MIT. Dans leur étude Hao
et al. 199%nt identifié deux systémes d'assimilation du Cdzdh plantarum: un premier
systeme de haute affinité et rapide d’'import de gaagse qui peut aussi transporter le Cd. Ce
systéme a été découvert en montrant un effet d@étition entre Mn et Cd. D’autres auteurs
ont également montré que le Cd peut rentrer dansllale via des systemes de transport du
Ca, du Mg, du Mn et du Zn (Laddaga and Silver, 1%%iejan et al., 2003; Slaveykova et
al., 2009).

La résistance au Cd est principalement basée susyiemes d'efflux (Silver and
Phung, 2005). Chez les bactéries a Gram négdiifilsemble étre détoxifié par des systemes
P-type ATPase comme I'ATPase CadA découverte cheni@us (Silver and Phung, 2005),
ou bien par le complexezc découvert cheL. metallidurans qui est principalement un
transporteur de Zn, et le complexe ncc, un transpode Ni (Bruins et al., 2000; Nies, 2003).
Chez S. cerivisaele Cd peut se lier a du glutathion et le complegsultant est ensuite
transporté par un transporteur spécifique (ABC fanivers la vacuole. Ces différents
mécanismes sont résumés dans la Figure I-10. lRages(2007) ont monté que 2 mutants de
Pseudomonas présentaighimodes différents de résistance au Cd. Un premésanisme de
sélection de transporteurs est caractérisé padinmaution de la régulation des transporteurs
du Cu et du Cd couplée a une augmentation desipest@adA responsables de l'efflux du
Cd. Le second mutant n’est pas capable dempédtmtrde de Cd dans la cellule (ce qui
induit un stress oxydant) et se protege du Cd emter@ant un pool intracellulaire de
putrescine et en augmentant la spermidine afired@n le Cd au niveau intracellulaire. Roane
et al. (2001) ont montré que deux bactéries régestsaau Cd présentaient un mécanisme de
séquestration intracellulaire. Ce mécanisme es li@s génes codant pour des plasmides de
résistance. Bien que les mécanismes précis d’adationu intracellulaire ne soient pas
élucidés, il semblerait que la production de méthibnéines et la précipitation avec du
phosphate soient deux explications probables.

c|:d2+ Cid2+
/I\/]IT I\/In-uptakel\ﬁ) %
& Smt
Cd?* Cd?* Cd?*

N
&type CDF RNDEF: +/

Figure 1-10:Schématisation des principales famillesde protéines impliquées dans le métabolisme du
cadmium chez les bactéries (Nies, 1999).
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|-4. Transfert facilité de métaux par les bactéries

[-4-1. Interactions de surface et théorie DLVO

Afin d’étudier le transport de colloides en miligoreux, il est nécessaire d’étudier les
relations qui peuvent exister entre les colloides mémes mais également entre un colloide
et la surface des constituants d’un milieu pordwes principales interactions mises en jeu
sont celles de Van der Waals, les interactionstréetatiques et les interactions stériques a
longue distance. Les interactions colloide/collcgtieolloide/matrice peuvent étre exprimées
en termes de potentiel énergétique d’attractiomdasant a un dépodt des colloides, ou de
répulsion conduisant au transport des colloideguf€i I-11). Ce potentiel est fonction de la
distance séparant la cellule de la matrice poretide I'équilibre entre les forces attractives et
répulsives (Rijnaarts, 1995). Les forces de varvdaals et les interactions hydrophobes sont
considéréees comme attractives alors que les iti@nac électrostatiques peuvent étre
répulsives (Rijnaarts, 1995; Hermansson, 1999; étttl., 1999). La théorie DLVO (du nom
de ses auteurs : Derjaguin, Landau, Verwey et @atbpermet de décrire la stabilité d’'une
suspension colloidale qui est déterminée par lesefode van der Waals attractives qui
provoquent I'agrégation des particules colloid&epar des forces électrostatiques répulsives
qui conduisent au contraire, a leur dispersionn@ijts, 1995; Hermansson, 1999).
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Figure I-11: Profils de potentiel énergétique totald’interaction grain/colloide d'aprés la théorie DLVO
(Vitorge, 2010).

La combinaison de ces deux profils de potentietggteue induit la domination des
forces de van der Waals aux courtes et longuesndiss; ainsi la courbe d’énergie
d’interaction présente deux régions a dominantacitte encadrant une région a dominante
répulsive. Les régions attractives définissent imimmum primaire aux courtes distances et un
minimum secondaire aux longues distances tandidagrésgion répulsive définit une barriere
d’énergie. Une fois la barriere d’énergie francliig; a coagulation des particules (dans le
minimum primaire); il peut aussi y avoir coagulatidans le minimum secondaire, mais de
moindre énergie et donc de plus faible stabilignégalement réversible). La théorie DLVO
permet d’expliquer en partie la mobilisation etdépbt des colloides en considérant les
interactions de grande échelle (distances de d#parsupérieures a 2 nm). Cependant, les
interactions attractives dues a I'hydrophobie defiules et les interactions répulsives
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stériques ou d’hydratation, peuvent également ibrdr au dépot des colloides dans les
milieux poreux et sont quelques fois prises en dempr des théories dites « non-DLVO » ou
« DLVO étendue » (Rijnaarts, 1995; Hermansson, 1999

La somme des interactions de van der Waals et mlesactions électrostatiques
dépend de la taille des particules, de la chargeudace (estimée par le potentiel zéta), de la
force ionique et de la valence des ions de la ispluBSelon ces parametres on peut observer
ou non une barriere de potentiel signifiant un ptiéé répulsif. De maniére expérimentale, il
est possible de caractériser certaines propriéeessuiface des colloides tels que les
groupements fonctionnels, I'hydrophobie et la cbkamde surface (potentiel zéta). Ces
propriétés permettent de mieux caractériser leantions colloide - colloide et colloide -
milieu. Comme nous l'avons vu dans le paragrapl2e2])-la surface des bactéries est
complexe et constituée de différents groupementsctimnnels (phospholipides, lipo-
polysaccharides et lipoprotéines) qui influencentdactivité globale des bactéries avec leur
milieu environnant. Ces groupements fonctionnelsntva@rincipalement jouer sur
I'nydrophobie et le potentiel zéta des cellules guient un réle prépondérant dans les
interactions des bio-colloides.

I-4-2.  Transfert et rétention des colloides en milieu pongex

-4-2-1. Mobilisation des colloides

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous avontes différentes interactions
possibles entre les métaux et les bactéries adliectie la cellule. Afin de mettre en évidence
le r6le des colloides bactériens dans le transfesrtpolluants métalliques il est nécessaire de
considérer les mécanismes de mobilisation et despiat des colloides eux-mémes dans les
milieux poreux. Cette quatrieme partie du chagifertera donc sur la mobilité des colloides
en milieux poreux. Nous nous intéresserons icigipelement aux mécanismes qui controlent
la rétention et la mobilisation des colloides d&ss sols. Les particularités propres aux
biocolloides seront décrites plus tard dans ceitlkapAu cours de leur transport dans les
milieux poreux, les colloides sont soumis a diffésemécanismes comme la diffusion, la
convection, la dispersion, la sédimentation et@rdécanismes de rétention. Le déplacement
par convection se fait dans le sens des lignesdeant du fluide. A I'échelle macroscopique,
I'écoulement est généralement décrit par la loiD@#gcy. Au sein du fluide, les colloides
peuvent également étre soumis a de la diffusioarfeée par les mouvements browniens. Le
phénomene de dispersion hydrodynamique désignésierdion mécanique et la diffusion
moléculaire (coefficient D en cm?h La dispersion mécanique, créée par la convecéisn
affectée par la distribution des vitesses au sein pore, la distribution de taille des pores et
la tortuosité du milieu. L’équilibre entre le traast et le dépot des particules peut étre affecté
par des modifications des conditions hydrodynansqat physicochimiques qui peuvent
modifier les profils énergétiques d’interaction loaes-milieu. Dans le cas d'un régime
stationnaire, lorsque les forces hydrodynamiquekididales ne varient pas, il n'y a pas de
(re-)mobilisation possible des particules dépostesversement les particules mobilisées ne
peuvent pas se (re-)déposer (Nocito-gobel and ¥ohija 1996). Des modifications
physicochimiques telles que 'augmentation du pHladiminution de la force ionique du
systeme vont avoir tendance a favoriser la (re-)lisabion des particules (Ryan and
Elimelech, 1996; Roy and Dzombak, 1997; Kretzschmiaml., 1999). Le processus de
mobilisation des colloides dépend donc de l'aliénatde I'équilibre des forces entre les
colloides et les surfaces avec lesquelles ilsagissent. Pour avoir un effet sur la mobilité, il
est donc nécessaire que les forces de répulsioiershmnt dominantes entrainant alors la
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mobilisation des colloides (théorie DLVO). Cetteegdtion peut étre due a des modifications
physiques ou chimiques, ces derniéres étant colsicEmme les principales sources de
mobilisation des colloides notamment via des viarnat de force ionique (Kretzchmar et

Schéfer 2005; Guiné et al. 2003, Sen et Khilar 2(@®#h, Mahajan, et Khilar 2002). Des

facteurs physiques peuvent également entrainemabdisation des particules. Par exemple,
lorsque la porosité et la vitesse d’écoulement smportantes, des particules colloidales
peuvent étre détachées par des forces hydrodynam(gisaillement) et transportées a travers
le milieu poreux (Bergendahl and Grasso, 2003).s0as sols, les conditions favorables a la
libération de particules sont réunies par exempte te fortes pluies durant lesquelles un
grand volume d’eau de faible force ionique s’inéiltdans le sol. De plus, lors de fortes
précipitations, I'écoulement rapide de I'eau pentraner un arrachement mécanique des
particules colloidales (Kretzschmar and Stiche$8)9

[-4-2-2. Dépbts des colloides

Les mécanismes de transport de particules coledddéependent avant tout des
conditions hydrodynamiques qui peuvent étre affecigar des mécanismes de sédimentation,
d’interception, d’attraction et de diffusion brownne entrainant alors un dépo6t des colloides
comme indiqué sur la Figure I-12. Ces mécanismgeertient beaucoup de conditions
comme la taille et la densité des colloides, lacstrre du milieu poreux et la vitesse du fluide
(Ryan and Elimelech, 1996).

Ligne de courant [ Ligne de courant} Ligne de courant | Ligne de courant

+ Mouvement
brownien

+ gravité

\ DLVO

répulsion

A\

Collecteur

attraction

«—\\—

distance de séparation (nm)

Interception Sédimentation Attraction Diffusion

® Colloide @ Grain de sol

Figure 1-12: Mécanismes de dépdts de colloides sun collecteur (d’aprés Rijnaarts, 1995 et Vitorge
2010).

Les colloides transportés n’entrent pas nécesseireem contact avec la matrice, mais
si ce contact a lieu, il peut y avoir adhésiondaesles conditions sont favorables. Par ailleurs
une particule attachée ne I'est pas forcément glenfaréversible et donc peut étre relarguée
si les conditions s’y prétent. Le dép6t des cobsidorrespond au rapprochement suivi de
I'attachement des colloides (essentiellement pariméeractions de van der Waals) a la
matrice solide stationnaire. Dans les sols, ce gasues est favorisé lorsque les surfaces
colloidales sont chargées positivement car la pettu sol a généralement une charge nette
négative. A linverse, lorsque les particules ciolides portent une charge négative, les
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interactions avec les constituants du sol sonttdies. Ainsi, la chimie de la solution et des
interfaces joue un rdle essentiel dans le dépotpdescules (franchissement de la barriére
éenergétique de répulsion) mais il ne faut pas oméds autres facteurs tels que la dimension
des particules, des micropores et la vitesse ddeflqui peuvent favoriser des processus de
sédimentation ou de filtration (Ryan and Elimelet®96). En effet, les particules colloidales
peuvent étre mécaniquement piégées (filtrées)rarée de micropores, lorsque la taille des
particules est supérieure a la taille des poregjutea pour conséquence la diminution des
débits et du transport par colmatage du milieu ypo&en and Khilar, 2006), on parle alors
de «straining ». Ce mécanisme correspond au mégdas colloides dans les pores trop
étroits pour permettre leur passage (Foppen eR@D5, 2007; Auset and Keller, 2006). On
considere généralement que la rétention par stiiaigénéralement lieu dans les pores les
plus proches du point d’injection lorsque le rapgaille des colloides ()l sur taille des
grains (dg) est supérieur a 0.05 (Redman et al., 2004). TaistBradford et al. (2003) ont
montré que méme pour des valeurs inférieures, Héagmenes de straining sont possibles,
notamment a cause de I'hétérogénéité des grairs.a@eurs considerent que le straining
devient significatif lorsque #dsc>0.005, lorsque I'on considére des grains et désides de
forme quasi sphérique.

I-4-3. Effet des facteurs physico-chimiques sur le transpb de
colloides

[-4-3-1. Force ionique et valence des ions

D’apreés la théorie DLVO, la force ionique et lasrate des ions en solution contrdlent
les forces répulsives alors qu'elles n'impacterd s forces attractives de van der Waals
(Elimelech and O’Melia, 1990). Elles déterminentpasition et le niveau de la barriere
énergétique ainsi que la profondeur du second nuimnénergétique des profils d’énergie
d’interaction. Une force ionique faible augmentebkariere d’énergie et favorise ainsi la
répulsion et donc la mobilité. Au contraire unectrionique élevée réduit la répulsion
électrostatique et favorise le dépbt des colloid®s. nombreuses études en colonnes de
laboratoire oun situ ont montré que la variation de la force ioniqueejaun role essentiel
dans la mobilisation/immobilisation des colloidB®¢ito-gobel and Tobiason, 1996; Roy and
Dzombak, 1997; Camesano and Logan, 1998; Camed&89, Kretzschmar et al., 1999;
Redman et al., 2004; Guiné, 2006). Plus la forogice est faible, plus le taux de restitution
des particules augmente (Nocito-gobel et Tobiag861V. Guiné et al. 2003; Redman, S. L.
Walker, et Elimelech 2004; Camesano 1999; Camesaihmgan 1998). Toutefois, la force
ionique seule n’explique pas tout, la valence des joue également un rdle important. Il a
été montré que les ions monovalents “[Naduisent une mobilisation supérieure des
colloides, en particulier pour les bactéries, ge® ibns divalents (§ pour une force
ionique donnée (Roy and Dzombak, 1997; Saiers aowhbderger, 1999, Guiné et al. 2003,
2006). Les cations divalents neutralisent pluscatfement la charge des particules et par
conséquent provoquent plus facilement leur flocodagrégation que les cations
monovalents, favorisant ainsi le dép6t des colwi@férolimund et al., 1998; Kim et al.,
2009).

[-4-3-2. Effet du pH de la solution du sol

Dans les milieux naturels ou le pH est comprisesdtret 8 les interactions entre la
matrice poreuse et les colloides sont généralemégniisives. Le pH joue un rble sur les
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charges de surface des colloides et de la maiwitgdatant ainsi la répulsion électrostatique.

L’augmentation du pH entraine généralement une aatation des phénomeénes répulsifs du
fait du changement de charge des surfaces minaral@ganiques. A pH élevé, la répulsion

augmente et il y a moins de dép6t des colloides anmilieux poreux (Ryan and Elimelech,

1996). Des études ont montré que la mobilisatienpadeticules minérales dans la plupart des
sols est favorisée par un pH important et une famogue faible (Saiers and Hornberger,

1999; Grolimund et al.,, 2001). Au contraire, auxblies pH, les surfaces solides sont

protonées et donc moins électro-négativement charget plus propices a la rétention des
colloides.

[-4-3-3. Effet de la taille et de la concentration en collides

L'influence de la taille des colloides sur leunsgert est intimement liée a la structure
du milieu poreux (taille des micropores et de Embnnectivité). Plus la distribution de taille
des particules et celle des pores se chevaucHesatigpcolmatage des pores de petite taille est
important et dépendant de la concentration en’icda(Sen and Khilar, 2006). En conditions
statiques, la mobilité colloidale en milieu porast essentiellement contrdlée par la diffusion
résultant du mouvement brownien. En conditions dygaes, ce sont au contraire les
mécanismes de convection et de dispersion qui @entrcette mobilité. (Song et al., 1994;
ou Ryan and Elimelech, 1996) ont montré que le @eixétention des colloides augmentait
avec la diminution de leur taille. Plus leur sudapécifiqgue est grande et plus la probabilité
de collision et la capacité de rétention des cidlsisont élevées. Au contraire, Cumbie and
McKay (1999) ont montré que l'augmentation de ldleades colloides s’accompagne
simultanément d’'une augmentation des processudtdgidn et de sédimentation limitant
ainsi la mobilité colloidale. L'effet de la tailldes colloides sur leur transport n’est donc pas
clairement établi et nécessite de nouvelles études.

Une concentration en particules colloidales élew&hiit un effet majeur sur le
transfert des colloides lorsque les conditions dansfert sont chimiquement ou
mécaniquement limitées. Kretzchmar et al. (1999 orontré que pour de faibles
concentrations, la migration des colloides minérask retardée par rapport aux fortes
concentrations, suggérant une plus forte réterdmmres colloides sur la matrice poreuse, a
ces faibles concentrations. Cependant, les effetgétention dus a la concentration en
colloides dépendent surtout des interactions awsloiatrice et colloide/colloide, comme
lillustre la Figure 1-13. On distingue alors dewas de figure, lorsque les interactions
colloide/colloide ne sont pas favorisées, le tawx dkposition diminue lorsque la
concentration en particules augmente, ce phénonesie appelé b®locking effect»
(Camesano, 1999; Haznedaroglu et al., 2009). Dartsas, les sites de fixation de la matrice
sont saturés par les premiers colloides, les stav@ant repoussés par les premiers ne se
fixeront pas a la matrice et seront transportés faailement.

Inversement, si les interactions entre colloidest davorisées, le déepot des particules
augmente avec la concentration; on parle alors kén@mene de kipening effect »
(Camesano, 1999; Haznedaroglu et al., 2009). Dartss, la fixation des premiers colloides
a la matrice entraine une augmentation des sitedixddons potentiels et donc une
augmentation du dép6t. Ces mécanismes sont présamtia Figure 1-13.
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Répulsion entre colloides
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Figure I-13:Interactions colloides — matrice, collides - colloides et illustration des phénoménes de
blocking effect » et de « ripening effect » (d’ape Camesano, 1999).

A ces phénomeénes, dus aux interactions entre deBpipeuvent s’ajouter des effets
géométriques. Lorsque le rapport entre la taille pigrticules et celle des pores est petit, la
concentration colloidale joue un réle d’autant piogportant. La concentration colloidale
contréle en partie le phénoméne de colmatage disumiporeux sous forme d'un effet de
seuil : le colmatage devient effectif lorsque uren€entration Critique en Colloides (CCC)
est dépassée (Sposito 1989, Roy and Dzombak, 187;and Khilar, 2006). L'étude de
I'effet de la concentration cellulaire sur le trpod des biocolloides s’avére indispensable
dans un contexte de bioremédiation. En effet, demsnilieux naturels, les bactéries peuvent
se multiplier, si les conditions sont favorables,qui peut alors modifier leur comportement
et par conséquence leur impact sur la mobilitépaddigants.

[-4-3-4. Effet de la vitesse d’écoulement dans le milieu peux

La vitesse d'écoulement dans le milieu poreux deéumnt été décrite comme un
facteur pouvant contréler la mobilit¢é des colloidestamment par un effet mécanique
d’arrachement. L’'augmentation de la vitesse d’émmént modifie la distribution des vitesses
dans les pores (écoulement plus rapide au censr@aes). Cela induit une diminution du
temps de contact colloide/matrice ainsi que la aibdivé de collision entre les colloides et les
grains de la matrice. Le transport colloidal estsahugmenté. Ainsi, a fort débit il y a peu de
rétention et a l'inverse a faible vitesse porads, particules sont plus fortement retenues ou
retardées (Sen and Khilar, 2006). De plus, une autation de la vitesse du fluide peut
provoquer la remise en suspension de colloideampachement (Ryan and Elimelech, 1996).

[-4-3-5. Effet de la géométrie du milieu

Certaines études ont montré que la géométrie gerltasité des sols pouvait jouer un
réle important dans la rétention des colloidespamiculier les hétérogénéités de surface des
grains de la matrice ou leur taille (Truesdail ket #998; Ginn et al., 2002; Li et al., 2004,
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Gargiulo et al., 2007). Ces hétérogeneéités peuvarer des régions favorables a
I'attachement des colloides, dans lesquelles ilv@at se déposer dans le premier ou second
minimum d’énergie. Ceci semble particulierement amignt pour la rétention des cellules
bactériennes qui présentent une taille relativenmapiortante pour des colloides (jusqu’a
plusieurs microns). Ainsi, au sein du milieu poralexiste des zones ou I'eau peut étre
piégée et immobile et donc ou les flux d’eau sans.nC’est dans ces zones que les bactéries
peuvent alors diffuser et se retrouver pieégeeslas qgies zones de constriction ou les pores
sont trop petits pour permettre le passage desle=l(Truesdail et al., 1998; Jacobs, 2007;
Johnson, Li, et al., 2007). Jacobs et al. (2007plaa récemment Vitorge (2010) ont montré
par imagerie que les bactéries ou les nanoparsicpvent étre piégées au niveau de
« cavités » ou de « canaux » présents a la sullizegrains de sable.

I-4-4.  Particularité du transport des biocolloides

Du fait de leur activité biologique, les biocolle&l présentent des meécanismes de
transport plus complexe que les colloides abiotigllse sont sujets aux mémes mécanismes
physicochimiques que les colloides inorganiques (8eal., 2005) mais sont également
affectés par des mécanismes purement biologiquamede métabolisme, le cycle cellulaire
ou la matilité. De plus, la diversité des microarigaes, et donc de leurs propriétés de
surface (charge de surface, hydrophobie, taillenéo..) rend leur étude plus complexe,
notamment si 'on cherche a généraliser les prasesss en jeu. Comme pour les colloides
inorganiques, les propriétés physicochimiques d#igum poreux contrdlent largement les
processus de mobilisation/immobilisation des bilmides. L'attachement des micro-
organismes aux milieux poreux est également goévpam des interactions électrostatiques
de surface. Les conditions de mobilisation ou deod#ion sont sujettes aux mémes
variations physiques et chimiques telles que celkeda vitesse d’écoulement, la teneur en
eau, la force ionique et le pH de la solution, Bte.ce point de vue, le transport biocolloidal
est proche du transport colloidal. Cependant, #sport bactérien dans les sols est
globalement plus complexe du fait que les collolggstériens sont physiologiquement actifs
et subissent un certain nombre de processus steate biologiques qui affectent leur
transport (Sen et al., 2005; Oliver et al., 2007).

La concentration en cellules et en nutriments,régtions de compétition entre les
populations bactériennes, les mécanismes de cnoissat d'inactivation, les besoins
métaboliques ont été identifiés pour leurs effetsle devenir des bactéries et leur transport
dans les milieux poreux (Guiné et al. 2003, Seralet 2005). De plus, comparées aux
colloides abiotiques, les bactéries sont plus qikdes d’étre confrontées aux processus de
filtration et de straining. Des effets d’exclusiole taille peuvent étre observés avec les
bactéries, ce qui implique un transport plus rajpgjde le fluide en raison de la taille ou de la
charge des colloides transportés. Des processusroslatiques ou chimiques, tel que
'adsorption sur la matrice ou la désorption, peuvaffecter fortement le transport des
bactéries (Foppen et al. 2007). Les processusdiples mis en jeu impliquent également
des phénoménes d’adhésion/détachement actifs aatace) de croissance cellulaire, de
motilité et de chimiotactisme.

On considére que la rétention des biocolloidess das milieux poreux, est alors
contrdlée par 3 mécanismes majeurs :
- La filtration mécanique qui a lieu quand les particules en suspensiontsoptiarges pour
traverser les pores. Ce mécanisme peut entraineslomatage des pores, ce qui peut conduire
a la diminution du flux d’eau.
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- Le straining, qui correspond au piégeage des particules calledddans les pores trop
étroits pour permettre leur passage (Auset et K@l®6; Foppen et al. 2007; Foppen et al.
2005). La rétention de particules par strainingéaégalement lieu dans les pores les plus
proches du lieu d’injection et dépend de criterésngétrigues comme le rapport taille des
pores / taille des colloides.

- L’attachement (ou filtration physicochimique). Il est désormammmunément admis que
le transport de biocolloides dépend fortement de dapacité de rétention sur les particules
du milieu, contrélée par les groupements fonctitsde surface, et de leur capacité de survie
(Oliver et al., 2006; Pachepsky et al., 2006; SoepMostaghimi, 2010).

Les bactéries peuvent s’adsorber sur différent®maatx géologiques. Les forces contrblant
I'adsorption sont les interactions entre les paléis et les interfaces de la matrice telles que la
dispersion et les interactions électrostatiqueatththement et I'adsorption des bactéries a
une surface se fait en deux étapes. Tout d’abaedvient une adsorption réversible de faible
interaction entre les bactéries et le collecteangde second minimum d’énergie). Dans cette
situation, les cellules peuvent étre détachéeaiigtesle flux d’eau. La seconde étape est
I'adsorption irréversible, ou adhésion, qui corasp a I'adsorption sur la matrice qui reste
permanente tant qu’il n'y a pas de changement daeslitons physicochimiques de la
solution percolante. Comme pour les colloides ahies, I'adsorption des bactéries dépend
de facteurs physiques (nature du milieu, présereeVi®, température, vitesse du flux
d’eau...), chimiques (chimie de la solution) et mimodogiques (hydrophobe, charge de
surface...) (Stevik et al., 2004).

Nous ne reviendrons pas sur les propriétés physitigues influant sur le transport
des biocolloides qui sont les mémes que pour ldsides inorganiques. Concernant les
facteurs biologiques on distingue les mécanismadhision et de détachement actifs a la
matrice. Des études ont montré que ces phénoméaientéune réponse a la présence de
nutriments dans certaines zones du milieu créasi des niches favorables a la présence de
bactéries (Stevik et al., 2004). Ces mécanismes reégis par la nécessité de survie et de
croissance des cellules qui peuvent alors se d&phlamontairement dans le milieu a la
recherche de zones plus favorables a la croissaglttdaire. Plusieurs paramétres tels que
I’humidité, la température, la salinité, le pH,deedation, I'oxygene dissous sont importants
pour le métabolisme bactérien et sont donc a pecedrcompte. Les charges électrostatiques
présentes a la surface des cellules et hydrophéhidiuencent également I'adhésion des
bactéries aux surfaces par le contréle des potemtiergétiques. Le chimiotactisme, qui est
décrit comme le mouvement des organismes selonradiegt chimique (attraction ou
répulsion), peut induire le mouvement des cellldastériennes par des mécanismes actifs
puisque le chimiotactisme nécessite de I'énergiesttdonc intiment lié au métabolisme
bactérien (mobilisation de flagelles ou de piligfik la motilité de certaines especes peut
également fortement influencer leur transport (Czane and Logan, 1998).

|-5. Etude du transfert de polluants associés aux colldés

I-5-1. Mise en évidence du transport de polluants facilitgpar les
colloides

En dépit de leur faible proportion en masse dassstds, les particules colloidales
peuvent participer a l'augmentation de la solubilidpparente des polluants. Si les
contaminants s’adsorbent fortement sur des colaiaebiles, alors ces polluants peuvent étre

transportés rapidement et a de longues distanclkesidsource. Ce mécanisme est connu sous
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le nom de transport facilité des polluants pardeboides (McCarthy and Zachara, 1989;
Guiné et al. 2003, Kretzchmar and Schafer, 20085 Btudes récentes montrent qu'’il ne
s’agit pas seulement d’'une « facilitation » du $fort mais davantage d’'une « association »
entre les polluants et les colloides. Cette notlertransport associé est donc préférée. En
effet, elle ne concerne pas uniquement l'accétéradu transport des contaminants par les
colloides mais elle prend également en considérdgoretard induit par la présence des
particules colloidales immobilisées (Bekhit et 2009), ou encore le biolessivage des métaux
par la production de ligands organiques capabldssiehélater puis de les mobiliser (Lloyd
et al., 2003; Gadd, 2009; Gilmour et Riedel, 2Q@9ez, 2009; Uroz et al., 2009)

La plupart des observations du transport faciléé dontaminants par les colloides
sont basées sur des observations de terrain (ohet)e des calculs ou des expériences de
laboratoire en colonnes. Plusieurs revues de dittée concernant les mécanismes de
facilitation du transport des contaminants liésagptésence de particules colloidales sont
disponibles (e.g. McCarthy et Zachara 1989; Millsak 1991; Ryan et Elimelech 1996;
Kretzschmar et al. 1999; Sen et Khilar 2006). Langport facilité de polluants par les
colloides (inorganiques ou organiques) a été mattrgremier pour des radionucléides, puis
pour des cations alcalins, des métaux, des oxyarebdes composés organiques polaires ou
apolaires. Ces études ont montré que les colldddissrbent les métaux lourds et autres
polluants et gouvernent ainsi, par leur propre fitébilans les milieux poreux, le devenir de
ces polluants. lls peuvent méme s’avérer étre ilecipal mode de transport des polluants
dans les sols mais surtout dans les rivieres déchdlle du bassin versant (McCarthy et
Zachara, 1989; Pédrot et al., 2008; Yin et al.,020Citeau et al. (2003) ont montré que les
colloides naturels sont impliqués dans la mobitisatie métaux et que I'importance de ce
mécanisme dépend du métal considéré. Par exerepbdorb est transporté principalement
sous forme colloidale, indiquant de fortes intecas entre le Pb et les colloides. Le Zn et le
Cd sont plutdt transportés sous forme dissoutegddieides semblent moins impliqués dans
leur transport dans les sols testés. Toutefoisatkianasis, et al (2005) ont montré que la
présence de colloides pouvait augmenter la vitdsgeansport du Cu et du Zn de 5 a 50 fois
et celle du Pb de 10 a 3000 fois. Pang et al. (R6Abmontré une accélération du transport
de Cd de 5 a 28 fois en présence de bactériesludela mobilisation colloidale semble étre
une forme de transport prédominante pour les cdantats fortement adsorbables sur les
matrices solides, comme certains métaux (Pb, €3,a@t composés organiques hydrophobes.
De méme, Citeau et al. (2003) ont montré que lagliions physicochimiques induites
spécifiguement par le type de sol et son utilisationtrélent la nature des colloides circulant
dans les eaux gravitaires et par conséquent lésud le transport d'ions métalliques tels que
le plomb, le zinc ou le cadmium. Le rdle de la fi@t colloidale s’est avéré significatif par
exemple, pour I'ion P alors que pour des ions comme?Zat Cd*, les formes dissoutes ou
complexées sont majoritaires. Grolimund et al. 898nt également montré par lessivage
d’'une colonne de sol contaminée au plomb, qu’esgmrée d’une faible force ionique il existe
une migration importante du plomb sous forme cddtd. D’ailleurs, en étudiant les eaux
collectées dans un sol contaming, Denaix et aDi(POnt montré qu’environ 50 % du plomb
était sous forme colloidale dans I'horizon de stefalors que le zinc et le cadmium étaient a
95 % sous forme soluble. D’'autres études en cobrmige laboratoire ont montré que les
métaux plus mobiles tels que le zinc, le cadmiwntuivre ou le nickel pouvaient bénéficier
d'un transport facilité¢ par des colloides inorgamis (Karathanasis, 1995; Keller et
Domergue, 1996; Sen et al., 2002; Karathanasig.,eR@05). Par conséquent, le transport
colloidal des métaux qu’ils soient réputés immab(ieb, Cs, ...) ou non (Zn, Cd, Cu, ...), est
un processus important que I'on ne peut pas nédbigeque I'on étudie leur dynamique dans
les milieux naturels.
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Le réle potentiel des colloides dans le transfacilifé des métaux a été discuté des
1989 par McCarthy and Zacchara. Toutefois, assezdfigudes de laboratoire ou de terrain
ont concerné les biocolloides, qui de part leuppébés de surface, sont sujets aux mémes
processus physicochimiques que les colloides goies, mais qui subissent en plus des
processus strictement biologiques qui peuvent &ffdeur réactivité, leur mobilité et par
conségquent le transfert associé a des polluantsié@t al. 2003, Seet al, 2004; Seret al,
2005; Foppen and Schijven, 2006). Les cellulesdn@rines peuvent étre considérées comme
des colloides importants dans les sols (jusqu’ai@luis milliards de cellules par gramme de
sol) et qui peuvent affecter le transport de métauxds. Leurs surfaces sont généralement
négativement chargées et comportent de nombrewpgnaeents fonctionnels susceptibles de
fixer les métaux cationiques. Une étude a montré s cellules dee. coli semblent
augmenter la solubilité du Cd alors que les cdlaleB. subtilissemblent le co-transporter
(Pang et al., 2005). Chen et al. (1995) ont fabilan de la mobilisation des métaux par les
polymeres bactériens et ont montré que des polygrexacellulaires pouvaient étre utilisés
pour décontaminer efficacement les eaux soutesagteles sols pollués par des métaux.
Guiné et al. (2003, 2006) ont montré que le trartsgho Cd et du Zn pouvait étre accéléré par
la présence de bactéries. De méme, Yee and FelR)2ht montré que sous certaines
conditions de pH et de minéralogie, les cellulesBdeubtilissont mobiles et favorisent le
transport du cadmium sorbé sur les parois bactggerCependant, sous certaines conditions,
le transport des bactéries peut étre limité dudiil’adsorption des cellules bactériennes a la
surface de la matrice poreuse et, par conséqeemngrsport du cadmium est ralenti.

[-5-2.  Conditions d’activation du transport de polluants asociés
aux colloides bactériens

L’amélioration des connaissances sur le transpadilitt de polluants par les
biocolloides dans les milieux poreux est nécesgaitg des raisons sanitaires (contamination
de l'eau par des polluants et pathogenes) mais aoss le développement de procédeés
utilisant des microorganismes pour la bioremédmties sols et eaux contaminés. Concernant
I'étude du transport de contaminants par les abdi®) il faut s'intéresser aux mécanismes
d’advection et de dispersion du polluant, a la sonpet désorption du contaminant a la
matrice et a la sorption du contaminant sur lefotds et a sa désorption (Sen and Khilar,
2006). La mobilité des contaminants dans le solkedépdonc de leur distribution sur les
phases solides mobiles et immobiles et dans laeplagieuse mobile. De nombreux
contaminants s’adsorbent fortement sur les phadakes et sont donc considérés immobiles
(ex des métaux et radionucléides), on peut poutentretrouver tres loin de leur source,
indiguant que d’autres phases que I'eau (notamswittes mobiles) jouent un réle dans leur
mobilisation. Les principaux mécanismes de fixati®@s contaminants sur les colloides sont
la complexation de surface, les échanges ioniguels @artition hydrophobe (pour les
polluants organiques). Les quantités transport@es gue la mobilité des contaminants
dépendent des caractéristiques de sorption a rfate liquide-solide (qui dépend du pH,
salinité, présence d’autres ions, température..9.dagions sont les polluants les plus étudiés
en ce qui concerne leur transport. Ryan et Elinmeld®96) mentionnent que le premier
critere pour observer du transport facilité de yalts est que les colloides doivent se trouver
en quantité suffisante pour adsorber une quantiffisante de polluants. Il est admis
aujourd’hui que le transfert des polluants danstes résulte du couplage de trois processus :
le transport aqueux, le transport colloidal etrféscanismes de rétention sur la matrice (Sen
and Khilar, 2006). Le transport aqueux dépend dézamsmes de convection et de
dispersion hydrodynamique du polluant. Le transpotioidal est contrélé d’'une part par la
mobilité colloidale elle-méme et dautre part paes | propriétés d’interactions
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(adsorption/accumulation) du polluant sur ces &dde. Le transport colloidal dépend
fortement des conditions biogéochimiques identfipeecédemment, telles que la taille et la
concentration en colloides, la composition, le pHadorce ionique de la solution du sol, la
vitesse d’écoulement. Enfin, la rétention des m@uita dépend de plusieurs mécanismes
physicochimiques responsables du piégeage desncioiatasts sur la matrice solide. Ces
mécanismes sont identiques aux mécanismes padesiftifies précédemment : il s'agit des
phénomenes d’adsorption, de précipitation, de ceraion, etc. (Millset al, 1991; Sigget

al., 2000; Sen and Khilar, 2006).

La complexité du transport de cellules bactérieneas milieu poreux, due en
particulier au caractéere biologique et « actifes dactéries en comparaison aux colloides
« inertes », rend difficile et difficilement génksable la compréhension et la modélisation de
leur comportement dans les milieux poreux. Il apparependant nécessaire de poursuivre la
compréhension de ces mécanismes, notamment damst wie meilleure compréhension du
transport des bactéries pathogenes dans les sold’agtélioration des procédés de
bioremédiation. On a également vu dans les parhgsaprécédents que les bactéries
pouvaient prendre en charge les métaux via différanécanismes (actifs ou passifs)
compliquant ainsi la compréhension des mécanisnieemjeu lors du transport facilité des
meétaux pas les bactéries. De plus, les bactérisseptent des sensibilités aux métaux ainsi
que des mécanismes d’interactions avec les mil@ugux qui leur sont propres, ce qui rend
difficile de généraliser les processus de trangipailité des métaux par les biocolloides. Des
études au cas par cas sont donc nécessaires afirede comprendre les mécanismes mis en
jeu lors du transfert facilité des métaux par liesdlloides.

|-6. Objectifs de la these et démarches expérimentales

Cette étude s’inscrit dans la poursuite des travdenthese réalisés par Véronique
Guiné en 2006 sur I'approche expérimentale et thagerde la réactivité de surface et de la
mobilité des colloides bactériens en milieu porele.travail avait permis de caractériser les
propriétés de surface de deux bactéries modelaspact de ces interactions sur le transport
du zinc et du cadmium dans un sable modele faiblienéactif (sable de Fontainebleau).

Ce travail de thése se concentre sur une meilleongpréhension des interactions
bactéries métaux a I'échelle de la cellule et édfdt de ces interactions sur le transport
facilité de métaux dans les milieux poreux. Pouttreeen évidence le rble que peuvent jouer
les bactéries dans le transport des polluantsstinécessaire de considérer d’'une part les
interactions entre les métaux et les bactérieketré part les mécanismes de mobilisation et
de transport des colloides vecteurs des métauxe @eise a donc pour objectifs de mieux
comprendre et de quantifier comment les celluletdn@nnes prennent en charge les métaux
lourds présents dans leur environnement et queis lee effets de ces interactions sur le
transport des métaux dans les sols. Pour cela,propssons de mener une étude couplée:

Dans un premier temps, nous nous intéressonsuaééte la distribution subcellulaire
du Zn et du Cd dans deux bactéries modéles. Cesrdétaux ont été choisis car ils souvent
cités dans les problemes de pollution métalliquéieh que proches, ils présentent une
toxicité différente. Le zinc est un oligoélémenseatiel au fonctionnement des cellules
bactériennes tandis que le Cd est un métal toxaydi@ible concentration qui n'a aucune
fonction biologique connue. Les deux bactéries sibeiprésentent des sensibilités différentes
aux métaux,Escherichia coliK12DH50 est sensible aux métaux alors gQapriavidus
metalliduransCH34 est connu pour ses capacités de résistateanambreux métaux lourds
a forte concentration. Afin de mieux comprendre ownt les bactéries prennent en charge
les métaux il est nécessaire de développer uneonhdthgie permettant de quantifier les
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métaux dans différents compartiments cellulairetdsgens. De plus, nous nous intéresserons
également a l'effet de I'état physiologique dedute$ bactériennes sur leurs capacités de
bioaccumulation des métaux. Pour cela, les bast&oat exposées aux métaux selon deux
conditions : exposition avec les métaux pendanta2d°C apres croissance cellulaire
(conditions passives) ou les cellules bactériersgeslévelopperont en présence de métaux
dans le milieu de culture a 30°C (conditions agjve

Dans une seconde partie, par une approche de dynamés systémes en colonnes de
laboratoire, nous étudions la capacité des bastériciliter le transport de métaux dans un
sol naturel réactif, le sable d’Hostun HN34. Pcelacil est nécessaire de s’intéresser dans un
premier temps au transport des bactéries seulesgidalité est de s’intéresser a I'apport de
la cytométrie en flux pour I'énumération des baetdans les effluents de colonne. Puis dans
un second temps, on s’intéressera a l'effet ddaleslsur la remobilisation du Cd et du Zn
retenus dans le milieu poreux. Pour cela nous @bgdilans un premier temps le transfert des
métaux en absence de bactéries afin de caract&iséactivité de la matrice vis-a-vis des
métaux modeles, puis le transfert des métaux esepeé des bactéries modeles.

Une des originalités de ce travail concerne laepga compte de multi pollutions
métalliques pour se rapprocher des conditions elésr ou les microorganismes ont
généralement a faire face a un cocktail de contantén Pour les deux approches, statiques et
dynamiques, nous étudions donc l'effet de la préselu Cd et du Zn en mélange, a la fois
sur la distribution subcellulaire mais égalememtlsuransport, afin de voir si il y a des effets
synergiques ou antagonistes entre les deux métaux.

Enfin, nous faisons le lien entre ces deux papaasla modélisation des phénomenes
de transport observés en utilisant les constantesemhctions bactéries/métaux obtenus
d’apres la premiere partie.
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[1-1. Introduction

Les activités humaines, en particulier les actsvibddustrielles, ont conduit a une
augmentation et une redistribution des polluanistamment des métaux lourds, dans
I'environnement. Certains métaux sont essentielsr pes microorganismes (K, Na, Mg,
Ca...) et participent au métabolisme des cellulesl@yoet Lloyd 2000; Gelabert et al. 2006).
En revanche, certains éléments métalliques (Al, @d, Sn, Hg...) sont toxiques pour les
organismes. Certains microorganismes ont su répaaugrcours du temps a cette toxicité en
devenant tolérants ou résistants a ces métausoriisainsi devenus capables de survivre dans
des milieux hautement pollués. Ces aptitudes sordédultat de mécanismes soit induits soit
intrinséques aux individus (Gadd 1992). Gadd (120agfini la tolérance comme la capacité
de faire face a la toxicité des métaux au moyenpaegriétés intrinséques aux organismes.
En paralléle, il décrit la résistance comme la cdpa survivre aux métaux toxiques par des
mécanismes de détoxication en réponse directpr@$ance de métaux dans I'environnement.
Ces phénomeénes montrent donc que, dans les sotlleles bactériennes entrent en contact
avec les métaux au niveau de l'interface pariétaitda traversée permet, par la suite,
d’induire une réponse génétique de la cellule.r@éux peuvent ainsi étre bioaccumulés par
des phénomenes d’adsorption passive (indépendamtanétabolisme) au niveau des
membranes ou par transport actif a I'intérieur decéllule (dépendant du métabolisme)
(Ehrlich, 1997; Nies, 1999; Ledin, 2000; Haferbargl Kothe, 2007). Dans certains cas, il a
également été observé la surproduction de substapokymeériques extracellulaires trés
réactives par des microorganismes, en milieu niatweartificiel, pour se protéger des
agressions du milieu et notamment des métaux (@Qdiled al., 2005; Bhaskar and Bhosle,
2006; Comte et al. 2006a; Morillo Pérez et al.,&00

Pour mieux comprendre la maniére dont les bact@resnent en charge les métaux
au niveau cellulaire, il est indispensable de cangre et de modéliser les phénomenes de
sorption sur les parois cellulaires ainsi que lescanismes de métabolisation ultérieurs
(internalisation, détoxification et efflux). Beawgp d’études ont montré I'importance de
I'interface paroi cellulaire/milieu dans cette grisn charge. Etant en contact avec le milieu
extérieur, les constituants externes de la couckterree des cellules sont des lieux
d’interaction privilégiés avec I'environnement (&nmétaux, pesticides, composants du
sol...). Dans la plupart de ces études de biosorpties métaux par les bactéries, la
membrane cellulaire est assimilée a une associdtogroupements fonctionnels de surface
susceptibles de réagir avec les éléments extériearsomplexité des sites réactifs des parois
cellulaires est souvent simplifiée en discrétidanteactivité de la paroi a seulement 3 ou, au
maximum, 4 sites réactifs globaux dont la réadiviindividuelle est déterminée
expérimentalement. Fein et al. (1997) ont ainspps@ une modélisation de la sorption des
métaux sur les cellules bactériennes qui impliquiges de groupements fonctionnels acides
(carboxyles et phosphodiesters ; pK<4.7), neutpe®gphomonoesters ; pK) et basiques
(amines et/ou hydroxyles ; pK>8). Plusieurs auteumtsmontré que de nombreuses bactéries
a Gram- ou Gram+ présentaient une capacité dei@orgeés métaux comparable, et qu'un
modele de complexation « universel » pouvait émeisagé pour décrire la fixation des
métaux par les cellules bactériennes et ainsi ibor@r a mieux prédire le devenir des métaux
dans les sols (Cox et al., 1999; Yee and Fein, 28@venya et al., 2003). Toutefois, ce type
de modélisation considére que la totalité des mébasorbés par les bactéries est retenue sur
la paroi cellulaire des bactéries, ce qui est shmge une hypothése tres forte car cela ne
prend pas en compte les mécanismes d’internalisais métaux et d’éventuels stockages
internes, tel que cela a été suggérée recemmenhé@uial. 2006, Pabst et al., 2010). En effet,
Guiné et al. (2006, 2007) ont calculé que les memds de trois bactéries modéles
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présentaient une densité théorique de sites réatéfiviron 2 sites par rifn En pratique il
s’est avéré que ces bactéries étaient capablagetadeé 16 a 56 atomes de Zn ou de Cd par
nm?, démontrant ainsi que d’autres composants ou cdimgants cellulaires que ceux de la
paroi cellulaire doivent également retenir des mnétdinsi, il est probable que les bactéries
peuvent internaliser des quantités importantes édaum par diffusion passive ou transport
actif, ou encore que les substances polymériquéaceXulaires soient beaucoup plus
réactives aux métaux que prévu, en raison a caaideud composition ou de leur structure
tridimensionnelle (Ha et al., 2010 ; Comte et 2008 ; Guibaud et al., 2007). On peut donc
supposer que la biosorption sur les sites réaniisbranaires n’est qu'une étape préliminaire
dans I'assimilation des métaux par les bactériesnoe I'ont suggéré Campbell et al., (2002).
Pour améliorer la modélisation des processus deotption des métaux par les cellules, et
plus largement des polluants, il apparait donc na@md de mieux comprendre la distribution
des métaux a I'échelle subcellulaire qui va sansteddortement contrbler la labilité des
métaux retenus, c'est-a-dire la facilité avec lHguls seront relargués dans le milieu par les
cellules.

C’est dans ce contexte que s’insere le premieritbage cette these, dont les objectifs sont
de caractériser la distribution subcellulaire (meamhire et cytoplasmique) du zinc et du
cadmium, seuls ou en mélange, dans deux bactémekeles, Cupriavidus metallidurans
CH34 et Escherichia coli K12DH5x. Pour cela nous avons appliqué trois techniques
distinctes mais complémentaires, en développantifgpgement, quand nécessaire une
méthodologie adaptée.

Dans un premier temps nous avons tenté de visualisectement la distribution
subcellulaire des métaux dans les cellules etesumlembranes par des techniques récentes de
microscopie électronique couplées a de la spedpisou diffraction X. Nous avons testé
différentes techniques de purification des cellidésde leurs organites (ultrafiltration), de
préparation des échantillons (formation spécifigmemicroscopie électronique réalisée au
CERMAV, a Grenoble) et de visualisation (Cryo-MEBWET-FEG).

Dans une deuxiéme phase, nous avons essayé deédaesade maniere indirecte et
directe cette distribution subcellulaire des métaeix appliquant ou en développant
respectivement des procédures de fractionnememiaine et physique. La premiere méthode
implique l'utilisation de ligands organiques fopisur extraire et quantifier spécifiquement les
meétaux retenus sur les parois cellulaires. Ce typpproche a déja été appliqué a d’autres
types d'études (e.g. Hassler et al, 2004), qui omontré que I'acide
EthyléeneDiamineTétraAcétique (EDTA) est le ligardplus adapté pour déplacer puis retenir
les cations présents sur les membranes bactériedoes avons donc choisi d’appliquer cette
approche a notre étude en prenant soin de consiéérinconvénients qu’elle présente et qui
ont déja été bien documentés, comme la libérationahtenu de I'espace periplasmique des
cellules vers le milieu extérieur au contact ddITA (Vaara, 1992), pouvant fausser ainsi les
résultats de distribution subcellulaire. De plUSOTA peut déstabiliser la membrane interne
des bactéries a Gram- en chélatant les cationdediga qui contribuent trés largement au
maintien de la cohésion de la couche de lipopobfsaides (Leive, 1965), et, de ce fait,
permettre le relargage de métaux initialement piég@ns le cytoplasme cellulaire
(Mirimanoff & Wilkinson 2000; Smiejan et al. 200Blassler et al. 2004; Pabst et al. 2010).
Nous avons donc di mettre au point des conditigesatoires optimales pour nos objectifs
spécifiques (concentration en ligand, temps deambntomposition du milieu réactionnel,

).

Enfin, nous avons comparé les résultats de ceidrawment chimique avec ceux
obtenus par une méthode plus directe de mesura disttibution subcellulaire des métaux
qui a consisté a quantifier directement dans lempestiments d’intérét (membranes et
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S

cytoplasme) les teneurs en métaux apres avoir géoééleur obtention par la casse des
cellules bactérienne sous haute pression (presSeedeh).

Ce chapitre présente donc les résultats que naursabtenus avec ces 3 approches.
Ces résultats nous ont permis de valider la métlbgaola plus adaptée pour I'étude de la
biosorption de métaux, seuls ou en mélange, pabaldsries actives.

I1-2. Matériel et méthodes

[1-2-1. Les métaux modeles
-2-1-1. Le zinc

Le zincest un élément métalligue de symbole Zn et de noratamique 30. Il est
principalement utilisé pour les revétements de gutain des métaux contre la corrosion
(galvanoplastie, métallisation, traitement par imsign). Il entre dans la composition de
divers alliages (laiton, bronze, alliages légetsgs également utilisé dans la construction
immobiliere, les équipements pour I'automobile,dBemins de fer et dans la fabrication de
produits laminés ou formés. Il constitue un intediagge dans la fabrication d'autres
composés de zinc et sert d'agent réducteur en ehimganique et de réactif en chimie
analytique L’origine du mot vient de l'allemanzinke signifiant dent, en lien avec la forme
des précipités formés lors de la préparation dg, Zifa sortie des fourneaux.

Tableau II-1: Principales propriétés physico-chimiqies du zinc et du cadmium (Bisson et al., 2005;
Brignon and Malherbe, 2005).

Zinc Cadmium
Masse atomique 65.38 112.14
Masse Volumique 7.18 g/cm 8,6 glcnd
Température de fusion 419.5°C 320.9°C
Température d’ébullition 906.9°C 765°C
[1-2-1-2. Effets du zinc sur la santé

Le zinc est un oligoélément essentiel pour I'homnike.est nécessaire au
fonctionnement de nombreuses métalloenzymes (att@siiydrogénases, phosphatases, ADN
et ARN polymérases...). Il est donc indispensable poaintenir un métabolisme normal des
acides nucléiques, des protéines et des membramseeun réle important dans la division
cellulaire et le maintien de la structure des geies ce fait, les effets toxiques du zinc
peuvent étre liés soit a une carence soit a urexgasition a ce meétal (Bisson et al. 2005). Un
excés de zinc peut provoquer des problemes de samértants (crampes d'estomac;
irritations de la peau, vomissements, nauseées, iapéDe trés hauts niveaux de zinc peuvent
endommager le pancréas et perturber le métabolilaerotéines. Sur le lieu de travail la
contamination au zinc peut mener a un état comfgeala grippe, que I'on appelle la fievre
du fondeur.
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[1-2-1-3. Impact du zinc sur I'environnement

Le zinc est présent naturellement dans l'air, I'eiale sol. La plus grande partie du
zinc est rejetée par les activités industrielleBes que I'exploitation miniére, la combustion
du charbon et des déchets et l'industrie de l'ace= eaux naturelles sont polluées au zinc du
fait de sa présence en grandes quantités dansales @sées, non traitées de fagon
satisfaisante, avec pour conséquence une redé@positi zinc sur les rives de rivieres. A
fortes doses, le zinc peut impacter les poissasspliantes et s’accumuler dans les sols avant
d’atteindre les nappes (Pardo et al., 2003). Le @8t une sérieuse menace pour la production
végétale dans les terres agricoles. Malgré celamggais contenant du zinc sont toujours
utilisés. Enfin le zinc peut affecter I'activitéolmgique du sol, car il a une influence négative
sur l'activité des micro-organismes et les vertede, impactant ainsi la décomposition de la
matiere organique (Bisson et al. 2005).

[1-2-1-4. Le cadmium: généralités

Le cadmium (symbole Cd) est un élément naturelnuwl@éro atomique 48, présent
dans certains minerais sous forme d’impuretés. @&lnétait inconnu jusqu’'au XlXeme
siecle jusqu’a ce que ses caractéristiques physicniques soient mises en évidence. Le
nom de Cadmium vient du latcadmig « calamine », ancien nom donné au carbonatende zi
dont le cadmium était extrait aux environs de leexde Thebes (fondée par Cadmos) dont la
citadelle porte le nom de€admeia en frangais Cadmeée. Le cadmium est abondammiésé ut
dans des applications diffuses pour protéger lfaomtre la corrosion (cadmiage), dans les
accumulateurs électrigues (« piles » rechargeaeé€)d ou comme stabilisant pour les
plastiques et les pigments.

[1-2-1-5. Effets du cadmium sur la santé

Les divers composés du cadmium provoquent dessdfigiques variables selon leur
solubilité, et donc selon leur facilité d’assimitat par 'organisme. Une exposition de courte
durée a de fortes concentrations de poussiereijngées ou de composés de cadmium est
irritante pour les cellules des systémes respiedoet gastro-intestinauxLa principale
préoccupation vis-a-vis du cadmium correspond assipilités d’exposition prolongée et a
de faibles doses. L’'essentiel du cadmium ingérgiend de végétaux a feuillage vert, salades,
choux, épinards et dans une moindre mesure dealegréa principale voie d’élimination du
cadmium est l'urine, mais celle ci est trés let@accumulation du cadmium s’effectuant
principalement dans les reins, cet organe est dér&ide ce fait, comme un organe « cible ».

Concernant le risque de cancérogénicité, des atsyipsitifs ont été obtenus chez certains
animaux (Brignon and Malherbe, 2005), bien qu’ilsient pas été confirmés par des
enquétes épidémiologiques récentes chez les fmwailexposés aux composés de cadmium.
Cependant, le comité mis en place par la Commisdiesn Communautés Européennes a
classé le sulfate et 'oxyde de cadmium comme cagédes « probables » par inhalation
pour 'homme et le sulfure de cadmium comme carggire « possible » pour ’lhomme.

[1-2-1-6. Impact du cadmium sur I'environnement

Le cadmium est un élément assez rare. Dans laenatarle trouve sous forme de
divers composés minéraux et de complexes des ebh&anaturels. Bien que le cadmium ne
trouve des applications utiles que depuis une époagssez récente, les métaux qu'l
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accompagne généralement, comme le cuivre, le pletlke zinc, sont employés depuis
plusieurs millénaires. Par conséquent, la contatioimae I'environnement s'est produite tout
au long de cette période. Les nouvelles utilisatidn cadmium n'ont fait qu'aggraver cette
diffusion du métal. On le qualifie d'élément a igtition dispersive, en raison de son
introduction sans retenue dans I'environnementsdie les déchets industriels et les ordures
ménageres qui constituent les principales souregsotlution par le cadmium. La solubilité
du cadmium dans I'eau dépend dans une large masuieecidité de ce milieu. La dissolution
du cadmium en suspension ou adsorbé sur les sédimpent se produire lorsque le pH de
'eau diminue. Les fortes concentrations de cadmiams l'air sont le lot des villes trés
industrialisées, notamment de celles qui ont daeseasd'affinage et des fonderies. Les
concentrations peuvent y étre des centaines destgérieures a celles mesurées dans les
régions non polluéed.a présence de cadmium dans les végétaux peutmrote dépbt
d'aérosols sur les feuilles et autres parties m@e® et de I'absorption du cadmium du sol par
les racines. Les plantes en accumulent des quantréables par cette voie car leur tolérance
a I'égard du cadmium du sol varie selon les esp&mr$ains mollusques et crustaceés, tels les
crabes et les huitres, peuvent accumuler des ctratiens de cadmium extrémement élevées
dans certains tissus.

En conclusion, les deux métaux modeles de notrdeéprésentent des niveaux de
toxicité trés différents, le zinc étant un oligagknt contrairement au cadmium qui n’est pas
indispensable a la vie. De plus comme décrit dansaragraphe 1-2-3, les microorganismes
présentent des mécanismes de résistance et deaprigharge différents pour les deux
meétaux.

[1-2-1-7. Analyses chimiques

Les deux métaux modeles sont analysés par Spempiesd’Emission Atomique et
Optique (ICP-AES Perkin Elmer, Optima 3300 DV ; OES Varian ES-OES) (Figure II-1).
Pour les échantillons dont la concentration en heshtres basse, les métaux ont été dosés
par spectrométrie de masse (ICP-MS, Agilent 750@Eg&jure 11-1) aprés digestion des
échantillons a I'acide nitrique (HN{concentré.

Le principe analytique de la spectroscopie atomigae basé sur la propriété des
atomes d'émettre ou d'absorber des rayonnementtroé@gnétiques spécifiques sous
certaines conditions physiques. A cette fin, ilretessaire de libérer les éléments devant étre
étudiés dans un échantillon a partir de leurs ca@poen général par un apport d'énergie, et
de les rendre disponibles sous forme de particlilges. La spectrométrie de masse
élémentaire utilise le fait que des particulestélggement chargées peuvent étre séparees et
détectées dans un spectrométre de nzeaskapport d'énergie.

En spectroscopie d'émission atomique et optiqueS(AE OES), on procure a
I'échantillon atomisé de I'énergie thermique, &é€ad’argon, permettant de faire passer les
atomes a un état excité et également de les ioniser

En spectrométrie de masse (ICP-MS), de I'énergamntigque est transférée aux
éléments par un plasma couplé par induction aatapédratures encore plus élevées dans le
but de produire préférentiellement des particulestéquement chargées, qui peuvent étre
analysées dans un spectrométre de masse. Cesomnséparés en fonction de leur charge
électrigue et de leur masse, permettant d'obtessridformations analytiques pour chaque
isotope d'un élément. La capacité de détectioricestés bonne, ce qui signifie que cette
technique est devenue le procédé classique poahlse des ultra traces élémentaires.
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Figure 1I-1: Photographie de I'lCP-OES Varian 720ESOES (A) et de I'lCP-MS, Agilent 7500ce (B)
utilisés pour les quantifications du Zn et du Cd.

[1-2-2. Les bactéries modeles

[1-2-2-1. Choix des souches

Les deux colloides bactériens choisis pour cettdecsontEscherichia coliK12DH5u
et Cupriavidus metalliduran€H34 (Mergeay et al., 1987). Ces deux souchegténthoisies
en raison de leur sensibilité différente vis-ages métaux lourd€. metalliduransCH34 est
résistante a de nombreux métaux (dont Cd et Zm} ajoeE. coli K12DH5x est une souche
sensible au Cd et aux fortes concentrations deD&nplus ces deux souches sont bien
connues au laboratoire et déja bien caractérissreSné (2006).

Escherichia coliest une bactérie a Gram négatif de la famille El@grobacteriaceae.
C’est un héte commun de la microflore commensdkstimale de 'lhomme et des animaux a
sang chaud (mammiferes et oiseaux). Elle consttaes tout au long de la vie de I'héte,
'espéce bactérienne dominante de la flore aérahiestinale. E. coli est sans doute
I'organisme vivant le plus étudié a ce jour : efeefl'ancienneté de sa découverte (en 1885
par Théodore Escherich) et sa culture aisée (divisellulaire toutes les 20 minutes a 37 °C
dans un milieu riche) en font un outil d'étude Heix. E. coli est utilisée comme indicateur
de la qualité bactériologique de I'eau depuis tp@lété isolée pour la premiére fois dans des
matieres fécales, a la fin du XIXe siécle. Il exiges centaines de souchds. doli, dont la
plupart sont sans danger et vivent dans l'intestgs humains et des animaux. Mais certaines
souches peuvent causer de graves problémes de (daan®ée sanglante grave, crampes
abdominales et parfois de la fievre pouvant calaserort).
La souchekE. coli K12DH5a (Figure 11-2) utilisée lors de cette étude ponteplasmide qui la
rend fluorescente : le plasmigéreenTirqui porte le gengfp (green fluorescent protein)
issu de la médus@equora victoria Nous avons également a notre disposition la méme
souche bactérienne qui porte un plasmide avealeydp (yellow fluorescent protein).
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Figure 11-2: Cellules d’Escherichia coli K12Dh5e observées en microscopie électronique a transmigsi
(Guiné, 2006).

Cupriavidus metalliduransCH34 est une bactérie a Gram négatif, non spadrjlan
aérobie a anaérobie facultative, appartenant @ntélleé des béta-protéobactéries (Figure 11-3).
Ce micro-organisme est aussi connu sous les aneans deRalstonia eutrophawWautersia
metallidurans Alcaligenes eutrophust Ralstonia metalliduransElle a été isolée en 1976 par
Christian Houba dans les sédiments de l'usine megajue de Prayon située a Engis pres de
Liege en Belgiqgue (Mergeay et al., 1987). Cettetdyax est capable de survivre a des
concentrations millimolaires de nombreux métauxdsuels que le zinc, cadmium, cobalt,
nickel, cuivre, chrome, mercure et le plomb. Cettalti-résistance aux métaux lourds est
portée par deux grands plasmides pMOL28 (171 kipM®DL30 (234 kb) (Monchy et al.,
2007; Rozycki and Nies, 2008). Des expériences agpar Guiné (2006) ont permis de
déterminer les concentrations minimales d’inhiloitiCMI) par le zinc (16mM) et par le
cadmium (2mM) de la croissance de cette bactérie.

JEEPOR T

Figure II-3: Cellule de Cupriavidus metallidurans CH34 observée en microscopie électronique a
transmission (Guiné, 2006).

[1-2-2-2. Milieux de cultures

Pour toutes les expériences de cette étude, lehasbactériennes sont cultivées a
partir d’'une colonie isolée, en milieu liquide pantd48 heures, en aérobiose, a 30°C et sous
agitation constante (200 rpm). La colonie est pégesur boite de Pétri conservées a 4°C ou a
partir de stocks bactériens conservés a -80°C dansnélange (1:1) glycérol - culture
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concentrée. Pour les expériences, les cellules gdtivées en milieu riche (Luria Bertani,
LB) ou en milieu minéral (Tris Salt Medium, TSM pdd. metalliduransCH34 et M9 pour
E. coliK12DH5n). La composition des milieux est donnée dans ldekau 11-2.

Tableau II-2;: Composition des différents milieux deculture des bactéries modeles

Luria Bertani (LB)

Tris Salt Medium (TSM)

M9

Bactotryptone

(tryptone) 10g/L
Extrait de levure 5g/L
NaCl 5g/L

(Agar 13g/L)

Ajuster le pH

H>O qsp 1L

Tris  (50mM)
NaCl (80mM)
KClI  (20mM)

NH,Cl (20mM)

NaSO, (3mM)

MgCl, — 6H,0 (1mM)
CaCh—2H0O (200uM)
NaHPO, — 12H0 (1.3mM)
Fe(NH,) citrate 0.0048%final

NaHPO, — 2H,0 6.4g/L
KH2POy 1.5g/L
NaCl 0.25g/L

NH4CI 0.5g/L

CaCh 0.1mM

MgSOy 2mM
Ajustement pH 6
Glucose 1% final

H>O gsp 1L

ZnCl, (0.5pM)

MnCl; — 45,0 (0.5uM)
H3BOs (1uM)

CoCh — 6H0 (0.8uM)
CuCh — 2HO(0.1uM)
NiCl, — 6HO (0.1uM)
NaMoO, — 2H,0 (0.15uM)
Gluconate 0.2%final
Ajuster le pH

H>O qsp 1L

[1-2-2-3. Caractéristigues morphologiques des bactéries étuks

De nombreux tests ont été effectués par Guiné (206 les deux souches
bactériennes afin de caractériser leurs propregésurface. Nous ne présenterons ici que les
résultats des principales propriétés de ces decbéti@s modéles. Les deux souches sont des
bactéries a Gram négatif, en forme de batonBetoli K12DH5u est plus grande que.
metallidurans CH34 et posséde donc une surface spécifique plidefalLes données
morphologiques des deux especes sont indiqguéeded@ableau 11-3.
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Tableau 1I-3: Caractéristiques morphologiques des alules de Cupriavidus metallidurans CH34 et
Escherichia coliK12DH5a (Guiné, 2006 et cette étude).

C. metalliduransCH34 E. coli K12DH5a
Longueur moyenne (en pm) 1.2(x0.1) 2.1(x0.2)
Diametre moyen (en pum) 0.4(+0.04) 0.6 (x 0.06)
Surface équivalente (en im 0.15(+ 0.02) 0.59(x 0.06)
Volume équivalent (en pin 1.76(x 0.18) 4.52(x 0.45)
Masse séche (g UFG 8.19 10 (+ 1.10™) 1.17 10* (+ 2.10%)
Masse volumique séche (g [fjn 5.43 10" (+ 1.10"9) 1.97 10" (+ 3.10™)
Nombre de cellules par unité de Densité
Optique (UFC DO) 416 (+ 7.10) 110 (& 7.10)
Teneur en eau (%) 87.9(+ 2.7) 88.6(+ 2.4)
Teneur en carbone (%) 47.6(x0.7) 46.6(x 0.4)
Teneur en azote (%) 10.8(x 0.1) 12.2(x 0.1)
Teneur en phosphate (%) 15 1.6
Teneur en soufre (%) 0.44 0.64

[1-2-2-4. Caractérisation de la réactivitt membranaire des dex

bactéries modeéles

Des courbes de titrations acides bases ont étisgéalpour les deux especes afin
d’étudier leur capacité d’échange de protons (Gwehél. 2006). Entre pH4 et 1@.
metallidurans CH34 échange deux fois plus de protons duecoli K12DH5u. Cette
différence est surtout perceptible pour les pH exidrois zones de pH spécifiques ont pu
étre identifiées : de pH 4 a 5.5, de pH 6 a 8,8 a 10. De plus les pentes sont plus fortes
pour les gammes de haut et bas pH que pour lesepld d 8. Cela s’explique par des
difféerences de déprotonation de sites de surfdoa $& pH. Il a ainsi été défini qu’au moins
deux sites de surface échangeaient des protors et baut pH pour les 2 souches étudiées. |l
faut également noter que pour les pH extrémegydases des courbes ne sont pas nulles ce
qui indique I'existence d’autres sites d’échangiesprotons. Toutefois la non prise en compte
de ces sites reste cohérente lorsque que I'oréedsse aux conditions naturelles ou les pH
n'atteignent que tres rarement des valeurs extréaed (< 4 et > 10).

Il est également possible de modéliser les échadgegrotons par les surfaces
membranaires des cellules bactériennes. Un modadmment utilisé est celui introduit par
Yee and Fein (2001) qui assimilent la compléxitéadedactivité des membranes bactériennes
a celle de seulement trois types de sites : catloes a pH acide, phosphates a pH neutre et
hydroxyles et/ou amines a pH basique. Guiné (2086)éterminé les constantes de
déprotonation et les densités de sites réactifa garoi des deux bactéries étudiées dans notre
étude (Tableau II-4).
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Tableau II-4 : Constantes de déprotonation et de coplexation du cadmium et du zinc sur les cellules
bactériennes deCupriavidus metalliduransgCH34 et d’Escherichia coliDH5a (Guiné, 2006)

Echange de proton Complexation du Cd Complexation du Zn
R-XH < R-X + H" R-X"+ Cd* < R-XCd* R-X"+Zn** < R-XZn"

PKSTcHl  PKe/[Ted] PKN[Tan] 109Kcecd 100Kecd 10gKNcd 100Kczn 109Kpz, 10gKNzn

C. metallidurans CH34 3,9/0,42 6,8/0,12  9.4/0,45 3,6 4,7 5,0 2,2 4,2 5,6

E. coli K12DH5a 4,6/0,25 6,8/0,07  9.2/0,25 4,4 5,0 59 3,5 55 6,7

11-2-2-5. Réactivité des cellules bactériennes au zinc et aadmium

Un nombre croissant d’études s’est intéressé adetivité des bactéries aux métaux
(Beveridge, 1989; Plette et al., 1996; Chang, 19®in et al., 1997; Ledin, 2000; Yee and
Fein, 2001, 2001). Guiné et al. (2006) se sontastes a la sorption du zinc et du cadmium
sur les deux souches bactériennes modeles par rddgses combinées de titration, de
modélisation et de spectroscopie EXAFS. Ces étadepermis de déterminer les isothermes
de sorption du zinc et du cadmium sur les celldles deux souches bactériennes et de
déterminer les caractéristiques (pK et densitéitds)sdes sites réactifs impliqués dans les
interactions avec Zn et Cd (Tableau 1l-4). Depuiglques années, divers modeles de
complexation de surface des métaux ont été progésds et al., 1997; Cox et al., 1999; Yee
and Fein, 2001). Ces modéles de complexation diacgursont des outils quantitatifs
permettant d’estimer la quantité de métal sorbélssirsurfaces géologiques incluant les
minéraux et les bactéries. lls sont capables delsimes propriétés acido-basiques et de
complexation des particules colloidales en fonction seulement de la concentration en ions
mais également du pH et de la force ionique. lisngétent des calculs prédictifs pour une
large gamme de conditions, supérieure a celle teingent testée en laboratoire. Les parois
bactériennes contiennent une multitude de sitesulface réactifs constitués des sucres,
protéines ou acides gras (Guiné et al., 2006). foisedéprotonés, ces sites sont susceptibles
d’intervenir dans la fixation des métaux suivagtliilibre thermodynamique suivant:

R-X" + Me’*+ « R-XMe* Eq. II-1
avec R-X, le groupement fonctionnel déprotoné)(Associé a la surface de la bactérie (R) et
réagissant avec les cations métallique$'Me

La constante de la réaction est alors définie par:

« = [R=XMe']
[R-X]a

aveca, l'activité des cations métalliques ; les « [pour la concentration molaire en sites de
surface et K la constante thermodynamique d’aéinit

Les principaux groupes fonctionnels considérés asudace des bactéries sont
généralement les groupements carboxyles, phosptiedie phosphomonoesters, amines,
hydroxyles et plus recemment sulfhydriles (Guin@let2006; Ueshima et al., 2008; Mishra
et al., 2009) non considérés ici. En supposanappart stoechiométrique de 1:1 entre les sites
déprotonés et les cations métalliques, on aura temcéactions suivantes a la surface des
cellules bactériennes :

et PK = —|09(K) Eq. 1I-2

Me?*
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R-COO- + Me2+- R-COOMe+, logKCMe Eq. II-3
R-PO- + Me2++— R-POMe+; logkPme Eq. 11-4
R-N + Me2+ <« R-NMe+2; logkNMe Eqg. 1I-5

[I-2-3. Conditions d’exposition des bactéries aux métaux

Pour I'étude de la biosorption et de la distribntdes métaux a I'échelle subcellulaire,
les cellules bactériennes sont préalablement églsiven absence de métal pendant 48 heures
dans leur milieu minéral respectif. En fin de csaisce exponentielle, les cultures sont
centrifugées a 5000 g pendant 10 minutes. Le cdotérien est alors lavé trois fois avec de
I'eau distillée stérile. Les cellules sont ensuienises en suspension dans des solutions de
zinc ou de cadmium & 0, Cet 10* M afin d’obtenir des échantillons de 20 mL & une
concentration bactérienne finale de Ifj.Ces échantillons sont alors incubés 2 heure€a 4°
température permettant d’inactiver les cellulesdenc de limiter au maximum leur
métabolisme actif (transport actif, synthése deympeékes...). Nous considérons donc
uniguement l'assimilation métallique passive pardellules bactériennes, comme décrit par
Guiné et al. (2007).

lI-2-4. Techniqgue de caractérisation des nanogranules
extracellulaires

Afin de caractériser |'éventuelle surproduction @elymeres dans le milieu
extracellulaire par les bactéries en réponse adsepce de métaux, un protocole a été mis au
point pour récupérer les macromolécules de diftésemailles moléculaires susceptibles de
retenir les métaux étudiés. Pour cela, des uliratiibns successives ont été effectuées avec
des filtres de polyéthersulfone de maille décmiss allant de 100000 a 2000 Da (Sartorius
Vivaspin). Les cellules qui se sont développéeprésence ou non de métaux sont dans un
premier temps séparées du contenu extracellulairdilration a 0.22um. Ensuite le milieu
extracellulaire dépourvu des cellules subit trdisafiltrations successives a des mailles de
100000, 5000 et 2000 Da. Entre chaque filtrationaliguot du surnageant est stocké a -20°C
pour quantification ultérieure. En fin d’expérientes filtres sont coupés en deux : une partie
pour quantification directe des métaux aprés digesi I'eau régale (HNHCL a 1N) et
l'autre partie pour observation en microscopie tétesque (MEB-FEG).Trois conditions
expérimentales ont été testé€: metalliduransCH34 en présence de Cd™M, E.coli
K12DH50 en présence de Cd 4@ et une solution témoin de Cd 4@ sans cellules
bactériennes pour tester la réactivité des filies métaux.

[I-2-5. Technigue de fractionnement chimique a 'lEDTA

Pour caractériser la distribution des métaux &hkdle subcellulaire, une extraction a
I'acide éthylenediaminetétraacétique (EDTA) a édtksée afin de déterminer les proportions
de métaux associés amembranes aucytoplasmeet dans le compartimeaktracellulaire.
Apres 2 heures d’exposition au zinc et au cadmiemcultures sont centrifugées pendant 10
minutes a 50009 afin de séparer les cellules (cd®teur milieu. Le surnageant correspond
au compartiment extracellulaire (métal libre et éventuellement lié aux EPS libréskette
étape un aliquot de culot est stocké pour mesareuhntité totale de métal fixée par les
bactéries. Les cellules sont ensuite resuspendiresib mL d’'une solution ’EDTA T/ &
pH6 préparé dans du tampon 2-(N-Morpholino)EthankoSic (MES) & 1G M avec des
temps croissants de contact entre les celluleEEBTA : 1, 2, 5 et 10 minutes. Apres le
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contact avec I'EDTA, les suspensions sont centéifisg5 minutes a 5000g. Le surnageant
représente leompartiment membranaire (métaux extraits des membranes cellulaires par
'EDTA) et le culot correspond awcompartiment intracellulaire. Le protocole est
schématisé dans la Figure 11-4.

&

e

Culture bactérienne +
Métal (2 heures a 4C)

Centrifugation 5000g / 10 min

Culot >
Surnageant u Adsorbé
Total

Resuspension dans EDTA/ MES 10 M
(1, 2, 5, 10, 15 et 30 minutes)

Centrifugation 50009 / 5 min

Surnageant Culot

Compartiment Compartiment
membranaire Intracellulaire

Figure 11-4: Protocole de fractionnement chimique,a’EDTA, des métaux biosorbés sur les bactéries.

[I-2-6. Technique de fractionnement physique des cellules

La méthode de fractionnement physique des bactémds adaptée de (Martins, 1989)
et de (Okamura and Aoyama, 1994) en simplifianplesocoles afin de travailler uniquement
avec de l'eau distillée stérile pour éviter d’éwmies compétitions avec des ligands
organiques utilisés dans les protocoles initiaupa@ivant complexer les métaux et donc
fausser les résultats. Cette méthode consiste lega@pune forte pression aux cellules, a
I'aide d’'une presse de French (Figure 1I-5), afenahsser ces derniéres, puis de séparer les
fragments de membranes du contenu intracellulareiracentrifugation.
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Figure 1I-5 : Presse de French et sa cellule de pgsion (Bioritech)

Les culots bactériens, récoltés aprés culture dreuniminéral et exposition aux
métaux a 4°C ont été fractionnés physiquementidel’d’'une presse de French (Bioritech).
Largement utilisée en biologie cellulaire dans éegles de compartimentation, la presse de
French permet de casser de nombreux types de exlken les soumettant & de fortes
pressions.

Les cellules culottées sont resuspendues dans 20ral déminéralisée stérile et sont
soumises a une pression de 1200 kgf/dans la presse de French. La casse cellulairé a ét
répétée trois fois pour garantir un taux de cassehe de 100%. Apres la casse des cellules,
une premiére centrifugation & 5000 g pendant 5 tefest réalisée afin de récolter les
cellules non cassées (culot 1). Puis les compantsneembranaires et intracellulaires sont
séparés par ultracentrifugation a 20000 g pendamii (Ultracentrifugeuse L70, Beckman).
Le surnageant ainsi obtenu, qui contient le cyspk cellulaire (mentionné comme le
compartiment intracellulaire) et le culot 2 (correspondant awompartiment
membranaire) sont stockés a -20°c avant analyse. Le protaestischématisé dans la Figure
1-6.
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Contact bactérie/ métal

(2h at 4C) S
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Il
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Figure 11-6: Schéma du protocole de fractionnemenphysique des bactéries (Presse de French).

[I-2-7. Techniques de microscopie électronique

[1-2-7-1. Microscopie Electronigue a Transmission (MET) et a
Balayage (MEB)

Dans le cadre de 'étude de la distribution subtalle des métaux chez les bactéries,
des observations au Microscope Electronique a Trasson (MET) et & Balayage (MEB) ont
éte réalisées. Les observations sont réaliséeapm@s inclusion des suspensions bactériennes
dans une résine, soit directement déposées sugrilieesupport. Dans le premier cas, des sels
de métaux lourds (osmium, uranium ou plomb) soiisés pour renforcer le contraste. Ces
préparations ont été réalisées au Centre Techmplegides Microstructures de Lyon (MET
Philips CM120 - 80 keV) en collaboration avec Rdlatellmann de I'lSTerre de Grenoble.
Afin de compléter ces résultats, lors d'une fororatien Microscopie Electronique a
Transmission (MET Philips CM200 - 80 keV) réalisée Centre de Recherche sur les
Macromolécules Végétales de Grenoble (CERMAYV), debantillons de compartiments
membranaires obtenus aprés fractionnement physliegieellules d€. metalliduransCH34,
en présence ou non de cadmium &'M0 ont pu étres observés. Les échantillons de
membrane ont été préparés par coloration négapires des expériences de casse cellulaire.
Cette technique consiste dans un premier tempssarlzt les échantillons sur une grille
métallique recouverte d'un film de carbone fin.xc&s d'eau est enlevé puis une solution
contenant un agent contrastant, du tétroxyde diosrou de I'acétate d'uranyle, est ajouté sur
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la grille pendant quelques secondes puis absorbl@i-€ va se fixer préférentiellement au

bord des particules adsorbées. De par sa forteeraemique, le contrastant va dévier les
électrons dans le diaphragme objectif. Ainsi I'é@tilan biologique apparait plus clair que ce
qui l'entoure, d'ou le nom de coloration négative.

Lors des expériences de caractérisation des nandgsacellulaires par ultrafiltration,
une partie des filtres récupérés a été observéeoasortium des Moyens Technologiques
Communs a Grenoble (CMTC), en MEB-FEG (MEB Zeisanifeé ultra55) de haute
résolution (de I'ordre du nm) et couplé a un amalysX (EDX), dans le but d’observer les
macromolécules porteuses de métaux susceptiblé® d&tenues par les différents filtres.
L’avantage de cet appareil et d’offrir une plus lieare résolution qu’un MEB classique. Les
fragments de filtres d’ultrafiltration sont recoutged’un film de carbone avant observation
directe.

[1-2-7-2. Cryo-Microscopie Electronique a Transmission (CryoMET)

Des tests de cryo-microscopie électroniqgue des irmpés vitrifiégs (CEMOVIS
CryoElectron Microtomy of Vitrous sections) ont &gyaent été réalisés en collaboration avec
R. Hellmann (ISTerre) afin de limiter au maximuns lartefacts dus a la préparation des
échantillons en microscopie électronique classidus. échantillons subissent d’abord une
cryofixation (M. Sachse, Institut Pasteur) consistageler rapidement I'échantillon a I'azote
liquide, afin que I'eau forme de la glace vitre(rsan cristalline). Ceci permet de préserver les
cellules dans leur état original et permet d'obsedes échantillons de pratiquement tous les
types biologiques dans un état proche de leumétatrel. Apres cryofixation, les échantillons
ont été observés au Cryo-Microscope Electroniqiieaasmission (Cryo-MET) au centre de
microscopie de Jussieu (avec l'aide de J.M. Guiyreea IPMC de Paris. Ces expériences
ont été réalisées sur des échantillonsCdemetalliduransCH34 mis en contact avec du
cadmium selon deux types d’exposition au métal :

e Culture des cellules en milieu minéral TSM en absete Cd pendant 48h puis mise
en contact des cellules lavées avec 100ppm de @AN(®).), a 4°C pendant 24h. qui
correspond a des conditions passives d’expositieliu{es inactives).

* Culture des cellules pendant 48h a 30°C, en mitineral TSM contenant 100 ppm
de Cd (Cd(NQ),). Dans ce cas les cellules se sont développéesrgact permanent
avec le Cd correspondant a des conditions actiespaisition (cellules actives).

1-3. Résultats

[1-3-1. Observation directe de la distribution subcellulaie des
métaux

1-3-1-1. Visualisation en microscopie électronique

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’intevastides bactéries modeles vis-a-
vis des deux métaux, une étude précédente coraluitgboratoire (Guiné 2006, Desaunay et
al. 2009) avec une approche de microscopie élagtrera Transmission (MET) et a Balayage
(MEB) couplée a de la diffraction X, avait suggéa&cumulation importante de métaux sur
les membranes cellulaires, mais surtout au niveagytbplasme des cellules &scherichia
coli K12DH5a (Figure 11-7). Bien que seulement semi-quantigties analyses en diffraction
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X ont montré de maniére surprenante que I'accunomantracellulaire semble importante
chezE. coliK12DHb5q, pourtant sensible aux métaux. La faible senstbile cette technique

et la possibilité que les échantillons aient swlas artefacts dus aux nombreux produits
utilisés pour la préparation des échantillons (gpbles de modifier les interactions entre les
cellules et les métaux), nous ont conduit a renlenvaette étude mais avec des traitements
d’échantillons plus adaptés et des outils de moopie plus puissants en termes de résolution
et de sensibilité. Nous avons par ailleurs utililes concentrations de Zn beaucoup plus
faibles que celles utilisées dans la premiére étindaucoup trop élevées et ne correspondant
pas aux concentrations rencontrées habituellement.

Figure II-7: Observations au MET de cellules de Echerichia coliK12DH5a mise en contact ou non avec
du zinc (1000ppm) et analyse EDX au niveau des grales intracellulaire (Guiné 2006, Desaunay et al.,
2009).

Pour valider et améliorer ces résultats, notamraefaiible concentration métallique,
nous avons donc mené des observations de noseselyhnt biosorbées le cadmium ou le
zinc en cryomicroscopie (CEMOVIS). Les résultatstgmésentés sur les Figures 1I-8 et 11-9.
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Un lot contréle contenant uniguement des cellulestdriennes sans Cd a été analysé. Les
analyses EDX ont permis de montrer la présence,d®,® et S (ce dernier en limite de
détection). Les observations ont permis de monttairement la structure des parois
bactériennes, confirmant ainsi la bonne consemad® la structure par cryofixation (Figure
1-8).

Figure 11-8: Observations au Cryo-MET de cellules & Cupriavidus metalliduransCH34.

Les résultats de visualisation de la biosorptionGtlsur les cellules inactivées @e
metalliduransCH34 sont présentés dans la Figure 11-9-A. Cétperé montre la présence de
nanoparticules de 100 nm a quelques microns, aggkes autour des cellules. En revanche,
il n'a pas été possible de détecter de Cd ni asaniwdes cellules, ni au niveau de ces nano-
granules.

En conditions actives d’exposition au Cd (Figur8-B), les cellules présentent un aspect
physiologique stressé, les parois cellulaires apgsent crénelées, indiquant un stress dd a la
présence de Cd dans le milieu de culture. La ptuges cellules étaient isolées et dans un état
de non division contrairement aux eéchantillons téosans cadmium. Les flocs de
nanoparticules observés précédemment sont égalqrésents et les analyses EDX ont pu
mettre en évidence cette fois la présence de Q@atidss ces nano-granules mais a des teneurs
assez faibles Figure 11-9-B. Ces agrégats sontragmment observés au contact direct des
cellules. Les analyses EDX ont aussi montré quéides sont assez riches en phosphore.
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Figure 11-9: Observations au Cryo-MET de cellules @& Cupriavidus metalliduransCH34 mise en contact
avec du cadmium (10-4M) selon des conditions d’expition : A/ passive (4°C) ou B/ active (30°C) et
analyse EDX au niveau des granules extracellulaire.

[1-3-1-2. Etude des nanobiogranules riche en Cd

Afin de caractériser ces nanoparticules extracetes, nous avons développé un
protocole expérimental basé sur des ultrafiltratisnccessives associé a du MEB-FEG, censé
nous permettre d’isoler, visualiser et de quantifies nanoparticules enrichies en Cd
observées précédemment. Une premiére partie dies fd été utilisée pour des analyses en
MEB au CMTC de G-INP a Grenoble. Il n’a malheursruent pas été possible de visualiser
les nanoparticules, méme sur les filtres de 2000Rgorésence de Cd n’a non plus pu étre
mise en évidence sur les cellulesGlenetallidurangCH34filtrées a 0.22um (Figure 11-10).

Figure 11-10: Cellules de Cupriavidus metalliduransCH34 sur un filtre de 0.22um (Sartorius) observéesn
MEB-FEG (voltage de 5 KV) aprés culture en présencde cadmium a 10'M.
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Les résultats de quantification directe des métdams les différentes fractions de
filtration se sont également avérés non exploigllableau II-5). En effet, on note que les
filtres retiennent les métaux de maniere importglaietémoin) indiquant une forte sorption
du Cd sur les filtres. De plus on note que leslt@sune sont pas reproductibles d’un filtre a
l'autre et par duplicat. Ce protocole de visualsatet de quantification directe des
nanoparticules de Cd n’est donc pas concluantietidoc étre amélioré.

Tableau 11-5: Résultats des dosages de Cd (en pgarss les filtres d’ultrafiltration aprés digestion &
extraction a I'eau régale.

Echantillon Filtre ug de Cd retenu
100000 Da 1.39+0.79
C. metallidurans CH34+ Cd 10™*M 5000 Da 1.12+£0.25
2000 Da 1.41+0.02
100000 Da 1.51
E.coli K12Dh5a + Cd 10™M 5000 Da 2.51
2000 Da 1.49
100000 Da 2.46
Témoin (Cd 10*M) 5000 Da 2.07
2000 Da 1.92

[I-3-2. Caractérisation de la distribution subcellulaire des
métaux par fractionnement chimique a 'lEDTA

Afin de quantifier la part de métaux biosorbés egtiretenue au niveau de la paroi des
bactéries, nous avons appliqué deux techniquesadédnnement différentes. La premiére est
le «fractionnement chimique » du zinc et du cadmpar lequel nous cherchons a extraire
spécifiguement les métaux sorbés sur les parolslaiebs a I'aide de ligands ayant une
affinité pour les métaux plus forte que celles sigss des surfaces bactériennes. La seconde
technique est une méthode physique consistantsiercks cellules a haute pression puis a
séparer les compartiments subcellulaires par @ttaiugations et a y doser spécifiquement
les métaux retenus. Ces deux techniques ont étigjages dans ce chapitre uniquement aux
cellules deC. metalliduransCH34 afin de valider la méthode qui sera la miadaptée pour
I'étude de la distribution subcellulaire des métalans les cellules des deux bactéries
modeles actives et inactives (Chapitre III).

11-3-2-1. Distribution subcellulaire du zinc et du cadmium das les

deux bactéries modeles apres fractionnement chimigu

L'utilisation de ligands fort pour extraire des ioas censés étre retenus sur les
membranes cellulaires a déja été souvent utiliseasgler et al., 2004). L’acide
EthyleneDiamineTétraAcétique (EDTA) a été décrinoae le ligand le plus adapté pour cela.
C’est donc ce composé que nous avons appliquérddre étude en prenant soin, toutefois,
de considérer les inconvénients qu’il présenteuetomt déja été bien documentés. Ainsi,
'EDTA induit la libération du contenu de I'espapériplasmique des cellules vers le milieu
extérieur (Vaara, 1992). De plus il peut déstadnlim membrane interne des bactéries a
Gram- en chélatant les cations divalents, qui douint au maintien de la cohésion de la
couche de lipopolysaccharides (Leive, 1965), etcaléit, permettre le relargage de métaux
initialement piégés dans le cytoplasme cellulaii@ifnanoff & Wilkinson 2000; Smiejan et
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al. 2003; Hassler et al. 2004; Pabst et al. 200l0us avons donc dU mettre au point des
conditions opératoires optimales pour nos objeaifgcifiques (concentration en ligand,

temps de contact, composition du milieu réactionné)l. Ainsi, les conditions optimales que

nous avons déterminées sont : une concentratidBTeEde 10°M, un temps de contact avec

les cellules le plus court possible aprés avotétdss temps de 1, 2, 5 et 10 minutes.

Les quantités de métal, en pug, mesurées dans chaquertiment subcellulaire aprés
fractionnement chimique sont présentées dans léeedahl-6 pour le Zn et le Tableau II-7
pour le Cd. Les taux de récupération des métaukégaiement présentés (bilans de masse).
D'une facon générale, plus de 95% de la quantiténdtal initiale est retrouvée en fin
d’expérience montrant, ce qui permet de validerendémarche expérimentale.
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Tableau 11-6: Distribution subcellulaire du zinc dans les cellules deCupriavidus metalliduransCH34, mesurée apres fractionnement chimique a I'EDA. Les

données sont en pg de Zn par compartiment (+ 1'écatype calculé avec des triplicats).

Concentration initiale de Zn 10™°M 10°M
Temps de contact avec I'EDTA (min) 1 2 5 10 1 2 5 10
Masse de Zn initiale (ug) 11.8 11.9 11.8 11.8 101.1 99.5 99.5 99.6
S Extracellulaire 8.96 (+0.38) 8.91 (+0.15) 9.12 (+0.30) 8.76 (+0.34) | 93.7 (+2.15) 91.9 (+1.56) 92.3 (+1.13) 91.8 (+3.62)
£
g Membrane 1.21 (+0.02) 1.25(+0.07) 1.25(+x0.06) 1.31(x0.09) | 3.40 (+0.16) = 3.42 (+0.30) 3.27 (+0.24)  3.69 (+0.14)
£
8 Intracellulaire 1.22 (+0.02) 1.19 (+0.13) 1.05(+x0.04) 1.09 (+0.27) | 1.14 (+0.04) 1.21(+0.10) 1.04 (+0.01) 1.06 (+0.06)
% Récupération de Zn 96.5 95.0 96.5 94.9 97.2 97.0 97.1 96.9

Tableau II-7: Distribution subcellulaire du cadmium dans les cellules d€upriavidus metalliduransCH34 mesurée aprés fractionnement chimique a 'EDA. Les
données sont en pg de Cd par compartiment (+ I'écatype calculé avec les triplicats).

Concentration initiale de Cd 10™°M 10°M
Temps de contact avec I'EDTA (min) 1 2 5 10 1 2 5 10
Masse de Cd initiale (ug) 19.8 20.0 20.2 19.9 174.3 175.0 173.1 176.5

% Extracellulaire 15.13 (+0.34) 15.38(+0.30) 15.46 (x0.41) 15.37 (x0.47)| 159.3 (x6.48 159.4 (+8.29) 158.6 (+4.90) 161.3 (+7.87)
S

g Membrane 2.51(+0.08) = 2.62 (+0.10) 2.82 (+0.09) 2.86 (x0.11) | 7.15(+0.12) 6.61(+0.40) 7.47 (+0.54) 7.49(+0.56)
E

8 Intracellulaire 1.11 (x0.04) 1.08(x0.05) 0.86(+0.02) 0.72(x0.04) [ 1.93 (+0.25) 1.99 (x0.11) 1.67 (+x0.03) 1.52(+0.07)

% Récupération de Cd 94.5 95.3 94.7 95.0 96.6 96.0 96.9 96.5
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Les résultats de l'effet du temps de contact indies cellules avec 'EDTA sur les
distributions subcellulaires du zinc et du cadmmesurées sont présentés sur la Figure 11-11.
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Figure 1l-11: Evolution des quantités mesurées derZet de Cd associées aux membranes et au cytoplasme
de cellules deCupriavidus metalliduransCH34 exposées & 1M et 10*M de Zn ou de Cd en fonction du
temps de contact initial avec 'EDTA. Les barres drreur sont calculées avec des triplicats.

La Figure II-11 montre que le compartiment membiraneontient 2 & 3 fois plus de
métaux que le cytoplasme des cellules. Toutefaispluserve que plus le temps de contact
entre les cellules et TEDTA augmente, plus les mjisds de Zn ou de Cd dans le
compartiment intracellulaire (non extraites a I'E&)T diminuent quelle que soit la
concentration testée. En paralléle, on remarqueaugmentation du métal adsorbé aux parois
cellulaires (extrait par 'lEDTA). Ces résultats iquent que 'EDTA complexe le zinc et le
cadmium biosorbés sur les membranes, mais semb# rovoquer I'extraction rapide des
métaux initialement contenus dans le compartimanadellulaire. Cet effet est visible méme
aprés seulement 2 min. de contact avec les cell@asobserve par ailleurs pour les deux
métaux, un effet concentration important : les gitgsmde Zn et Cd biosorbées sont bien plus
importantes & IHqu'a 10° M, en accord avec une isotherme de sorption maraiie (Guiné
2006). On note toutefois que la distribution glebdés métaux entre les deux compartiments
cellulaires testés n’est pas modifiée par une aagation de concentration, le compartiment
membranaire restant le plus riche en métaux.

Nous avons comparé les isothermes de sorption wbtesr Guiné et al. (2006, 2007)
avec la méme bactérie avec nos résultats de biomorge Cd et Zn pa€. metallidurans
CH34, en considérant la somme des quantités daidie €d extraites par 'EDTA (1 minute
de contact) et celles restant dans les cellulesimo® le total bioaccumulé par les cellules
(Figure 11-12). On note que les résultats obtenast gelativement cohérents avec les
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isothermes concernant le total bioaccumulé avet deuméme des différences pour la plus
forte concentration.

(e} Isotherme d’adsorption (Guiné, 2006)
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Figure 11-12 : Isothermes de sorption de Zn et Cdur les cellules de Cupriavidus metallidurans CH34.

[I-3-3. Caractérisation de la distribution subcellulaire des
métaux par fractionnement physique des cellules b&&riennes

[1-3-3-1. Validation du protocole expérimental en MET

Afin de valider l'efficacité de la casse cellulaimar la presse de French, des
observations du compartiment membranaepriavidus metalliduransCH34 ont été
réalisées en MET au CERMAV a Grenoble (Figure -13a Figure II-13-A montre des
fragments de membranes @e metalliduransCH34 obtenus apres la casse cellulaire a la
presse de French, en absence de Cd. On observgraeset des petits fragments de
membranes qui ont tendance a se refermer sur ememépres s'étre vidés de leur contenu
cytoplasmique.

Figure 11-13: Observation du compartiment membranare de cellules deCupriavidus metalliduransCH34
non exposées (A) et exposées (B) &*Mde Cd, obtenues par casse cellulaire a la presse French et
ultracentrifugation a 20'000g. Les cellules sont adervées en coloration négative en MET.

- 65 -



CHAPITRE Il Etude de la distribution subcellulagdes métaux chez les bactéries : Présentation éiodéiogie

Lorsque les cellules d€. metalliduransCH34 sont exposées au Cd (M), les
fragments de membranes obtenus aprés casse cell(llai Figure 1I-13-B) présentent une
forte agrégation, comme si le Cd, cation bival¢otait le réle de floculant. N'étant pas
équipé de systeme d’analyse spectroscopique X HB Milisé au CERMAV n’a pas permis
de vérifier la présence de Cd dans les agrégatsetiebrane. Il a toutefois permis de vérifier
I'efficacité de la casse cellulaire puisque toues cellules observées étaient effectivement
aplaties et ouvertes, et des cellules intactestibas été observées puisqu’éliminées par
centrifugation a faible vitesse (Cf protocole). Rékeurs, aucun fragment membranaire n'a
été observé dans les autres compartiments sulzoedhil observés (extracellulaire et
intracellulaire) en MET montrant ainsi l'efficacitde notre protocole de séparation des
compartiments subcellulaires.

11-3-3-2. Distribution subcellulaire du cadmium et du zinc chez

Cupriavidus metalliduransCH34

Les quantitéts de Cd et de Zn (en pg) mesurées dhague compartiment
subcellulaire apres le fractionnement physique goésentées dans le Tableau 1I-8. Les
bilans de masse des métaux présentés correspangemourcentages de métaux récupéres
dans les 3 compartiments et ne prennent pas enteotap métaux retenus dans le
compartiment des cellules non cassées. On remgrgiplus de 89% de la quantité de métal
initiale est retrouvée en fin d’expérience validaintsi notre protocole expérimental. On peut
expliquer les plus faibles bilans de masse desuxrgtsar rapport a ceux du fractionnement
chimique, par une perte de métaux dans le compantiohe cellules non cassées (métaux non
dosés) par la presse de French. Pour valider saiats, nous avions préparé des contréles :

0 des métaux sans bactéries

0 des bactéries sans métaux

o des blancs sans métaux et sans bactéries
Aucun meétal n'a été détecté dans les controles saatal ajouté montrant I'absence de
contamination métallique au niveau de I'équipemgnesse de French, verrerie...), des
consommables et des solutions (acide, eau...) &iliB&@ méme le taux recouvrement du

métal initial en absence de cellules était toujanes proche de 100 %, on peut donc en
déduire qu’il n'y a pas de sorption significative mhétal sur la verrerie utilisée.

Tableau 11-8: Distribution subcellulaire du cadmium et du zinc dans les cellules deCupriavidus
metallidurans CH34 apres fractionnement physique des cellules.els données sont présentées en ug de Cd
et de Zn par compartiment (+ 1 écart type calculéeec des triplicats).

Cadmium Zinc
Concentration initiale 10°M 10 M 10°M 10* M
Masse initiale de métal (ug) 13.80 179.1 10.43 95.02
'g Extracellulaire 6.14 (035) 132.94 (+498) 5.2 (+0.98) 60.23 (+4.04)
"% Membranaire 1.48 (20.36) 4.25 (£1.01) 0.61 (0.05) 4.03 (+0.61)
o
§ Intracellulaire 4.69 (+0.59) 34.07 (£3.29) 3.72 (x0.35) 24.96 (+2.68)
Taux de récuperation (%) 89.20 95.63 91.37 93.90

Pour une meilleure lisibilité, les résultats detritisition des métaux biosorbés en
conditions passives a 4°C du tableau précédant mésentés sous forme d’histogrammes
pour le Cd et le Zn dans la Figure 11-14.
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Figure 11-14: Distribution du cadmium (A) et du zinc (B) dans les cellules d€upriavidus metallidurans
CH34 aprés 2 heures de contact & 4°C mesurés apfeactionnement physique des cellules.

Les résultats obtenus confirment la forte biosorpties métaux par les bactéries, déja
observée par fractionnement chimique. Les propustigelatives de Cd et de Zn
bioaccumulées par les cellules sont plus imporsaatéaible concentration (™). Le taux
de biosorption varie de 21 a 50% du cadmium tdtgdlus forte concentration la proportion
relative de métal biosorbé diminue, bien que lantjitéatotale de métal biosorbé soit plus
élevée (Tableau I11-8). Ces résultats confirmentedgant la non linéarité du processus de
biosorption du cadmium et du zinc en accord avecisethermes de sorption de type
Langmuir (Figure 1I-15). De maniére surprenanteoeginale, les résultats de distribution
subcellulaire des métaux sont en désaccord aveg obtenus de maniére indirecte
(extraction spécifique a 'EDTA). En effet, avectteeprocédure directe de mesure de la
distribution des métaux, il apparait clairement ges métaux sont majoritairement
internalisés dans le cytoplasme cellulaire : de 2688% pour le Cd et de 86% a 87% pour le
zinc, apportés respectivement &1 10°M.

[1-3-3-3. Comparaison aux isothermes de sorption

Les résultats précédents ont été reportés susdttermes de sorption obtenus par
Guiné et al. (2006, 2007) en considérant la somraentétal dans le compartiment
membranaire et intracellulaire comme la quantit@aléo de métal bioaccumulée par les
cellules (Figure 11-15).
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Figure 11-15: Isothermes de sorption de Zn et Cd sules cellules deCupriavidus metalliduransCH34.

On note que les résultats de notre étude sontsaz &®nne correspondance avec les
isothermes de sorption obtenues par Guiné et@06(2007), notamment pour le Cd. Pour le
Zn, la biosorption globale mesurée sur les celldeSupriavidus metalliduransCH34 est
légérement plus élevée ce qui est prédit par laghsadion de Langmuir.

[1-4. Discussion

lI-4-1. Etude qualitative de la distribution du zinc et du
cadmium dans les bactéries modéles

D’'une maniere générale, les expériences d'observadiirecte de la distribution
subcellulaire des métaux dans les bactéries terderantrer que les métaux tels que le Zn ou
le Cd sont internalisés dans le cytoplasme desilesllet notamment deé. coli K12Dh5,
mais sans toutefois en apporter la preuve irréfetatomme nous l'avions espéré. Les
résultats ne sont donc que gqualitatifs, mais emrmawas quantitatifs. Les analyses en Cryo-
MET ont montré un enrichissement en Cd de nanotgande phosphore naturellement
produits parC. metalliduransCH34. Ceci suggére que cette bactérie est capableed
protéger de fortes concentrations de Cd en surmadiudes polymeres riches en P dans le
milieu extracellulaire, capables de complexer le Cd type de mécanisme de résistance a
déja été montré dans la littérature chez d’autresomrganismes (Keasling et al., 1998;
Finlay et al., 1999; Gadd, 2000; Pages et al., RA0%s tentatives de caractérisation fine de
ces nano-granules apres purification en ultrafiira n’ont malheureusement pas donné de
résultats concluants, indiquant que nos technignedstiques de mesure n’étaient adaptées a
nos objectifs.

L’ensemble de ces résultats mériterait d’étre plysrofondis a I'avenir en appliquant
des protocoles et outils d’observation plus résislgjue le MET-EDX, tels que le PIXE ou le
nanoSIMS. En apportant encore plus de soin a lpapaéon des échantillons (préparation
extemporanée juste avant I'observation en micrascopmme la CEMOVIS. Ces outils
permettraient par ailleurs d’étudier des conceiatnatfaibles en métaux, plus représentatives
de celles observéas situdans les milieux naturels.
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lI-4-2. Etude quantitative de la distribution du zinc et du
cadmium dans les bactéries modeéeles

Il existe assez peu d’études qui se sont intéresdda quantification directe de la
distribution de métaux chez les bactéries. La pluda ces études faisaient appel a des
approches de fractionnement chimique, notamment ale 'EDTA pour établir des
cinétiques d’'adsorption de métaux sur les bactéksmanoff & Wilkinson 2000; Smiejan
et al. 2003; Hassler et al. 2004; Pabst et al. R0d@st la raison pour laguelle nous avons
voulu appliquer cette méthode a notre problématigumutefois, compte tenu des tres
nombreux inconvénients liés a cette méthodologiesravons préféré mener en paralléle la
méme étude avec une autre technique, largemeigéatien biologie cellulaire pour des
études compartimentation de protéine, de composgEmiogues ou de polysaccharides. Les
deux approches ont donné des résultats tout aiféérents, 'une montrant une plus forte
rétention des métaux sur les membranes et l'ayshes (fiable) montrant, de maniére
originale, une forte internalisation des métauxsdarcompartiment cytoplasmique bactérien.

Nos résultats obtenus avec le fractionnement chienignt confirmé la forte
dépendance des résultats aux conditions expéritaen& notamment au temps de contact de
'EDTA avec les cellules mais aussi a la conceittraén EDTA (tests préliminaires), rendant
ainsi les résultats obtenus difficilement transptesa a d’autres conditions et comparables
avec d’autres études (Smiejan et al. 2003, Hasslal,, 2004). Les résultats obtenus sont en
accord avec le fait que 'EDTA est connu pour pexfdes membranes et donc conduire a un
relargage d’'une partie du contenu intracellulaikagra, 1992). Une seule étude de
fractionnement chimique menée avec des conditipgsatoires trés proches des nbtres sur du
Cd biosorbé (extrait a 'TEDTA) painorhizobium melilot{Slaveykova et al. 2009) a montré
des résultats de distribution subcellulaires predte ceux obtenus dans notre étude (Tableau
[I-9). Bien que ces différences de mode opératogadent relativement difficile la
comparaison de nos résultats avec la littératurea pu quand méme observer globalement
des quantités de Cd adsorbées proches des nowee Daniere générale, les études faisant
appel a du fractionnement chimique montrent done plas forte rétention des métaux au
niveau des membranes qu'au niveau du cytoplasnielaiet. La forte dépendance des
résultats au temps de contact cellules/EDTA indique tres probablement une quantité
significative de métaux attribuée au compartimergnmiranaire provient en réalité du
cytoplasme et a été artificiellement extrait pdEOTA, qui est un trés fort complexant
organique et qui peut en plus conduire a une lydlaire plus ou moins rapide dont la
conséguence est bien entendu, le relargage dexnéteile milieu extracellulaire.

Dans ces conditions, nous pouvons donc difficilenasoir une confiance totale dans
ces résultats, qui restent donc trés hypothétigdiastant plus que les équilibres chimiques
avec 'EDTA se font rapidement, mais que le tempscdntact ne peux pas étre diminuée
suffisamment pour limiter entierement des redistitns de métaux car le temps de
centrifugation apres la mise en contact avec EDEApaut pas étre réduit. Nos résultats
confirment donc la difficulté d’'interprétation de type d’approche, telle que cela a déja été
souvent montrée, pointant en particulier que cebnigues d'extraction spécifigue donnent
des résultats conditions-dépendants non transpssabl
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Tableau 11-9 : Distribution subcellulaire du Cd dans des bactéries a Gram- pour 2 concentrations inéles
différentes, mesurée par fractionnement chimique #EDTA (10 °M et 1 minute de contact).

. R. rubrumS1 S. meliloti C. metallidurans S. meliloti C. metallidurans
Baf:terle e (Smiejan et al. (Slaveykova et (Slaveykova et
étude 2003) ' al. 2009) (cette étude) al. 2009) (cette étude)
——
[Cd ?%‘t'a'e 510 510° 510° 510 510"
Cd
membranaire
complexé <610 110" 1.110" g 10" 3.310"
par 'lEDTA
(mol/cm?)
Cd
intracellulaire
non complexé| <110"? 1107 7.210™% 510" 1.510™
par 'lEDTA
(mol/cm?)

Les résultats de distribution subcellulaire desamétobtenus avec une méthode de
fractionnement physique des cellules, qui a déjgelaent fait ses preuves en biologie
cellulaire, nous semblent beaucoup plus fiables cpiex du fractionnement chimique. En
effet, cette approche permet de s’affranchir dpr&sence de ligands et des problemes liés
aux conditions expérimentales. Cette méthode d&jgement validée permet par ailleurs
d’obtenir des résultats tres reproductibles. Cesult#ts ont montré ainsi, de maniere
originale, que les métaux biosorbés de maniereiyeagmr les deux bactéries modéles a
Gram- (inactivées a 4°C) sont principalement irdéses dans le cytoplasme (>80% du métal
bioaccumulé). Ces résultats surprenants sont erdevec les conclusions de Guiné et. al.
(2006), qui ont montré que la densité de sitestiféabéorique des membranes cellulaires ne
permet pas d'expliquer la réactivité globale desctédes telle que mesurée
expérimentalement et qui est tres proche pour gppesitoutes les bactéries, qu’elles soient a
Gram+ ou a Gram- (Yee et Fein, 2001; Ngwenya e28D3). Nos résultats sont donc plutét
en désaccord avec les concepts classiques quidéoasi la membrane cellulaire comme le
principal acteur de la biosorption des métaux (Fiml., 1997; Cox et al., 1999; Yee and
Fein, 2001; Guiné et al., 2006) avec la prise enpte tres conceptuelle de seulement 3 ou 4
sites réactifs membranaires. Toutefois, nos résustant en accord avec certaines études sur
des algues microscopiques qui accumulent principahé le Cd de maniere intracellulaire
(Matsunaga, 1999; Pérez-Rama et al., 2002), mdiswslavec I'étude de Guiné et al. (2006)
qui ont montré que compte tenu de la réactivitérif@e des membranes (en fonction de leur
composition réelle), d’autres compartiments ceitalg tels que le cytoplasme ou les EPS
liés, doivent retenir une grande majorité des métaasorbés, et ce dans un rapport de 10 a
30 avec les membranes. Dans notre étude, nousouistates rapports de 4 a 10 pour les
quantités de Zn et de Cd accumulées entre les atimpats interne et membranaire suivant
la concentration en métaux étudiée, ce qui estadait plausible avec les quantités totales
biosorbées, tel que nous l'avons montré dans Igsres 1I-12 et 11-15. Ces résultats
confirment donc de maniere directe les résultasditatifs obtenus par visualisation en MET-
EDX de la distribution subcellulaire des métauxsls bactéries.
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I1-5. Conclusion

Ce premier chapitre a permis de présenter toutodiabes différents modeles
bactériens et métalliques étudiés ainsi que leuiscipales caractéristiques. L'un des
objectifs de cette these étant de mieux compreadvese en charge du Zn et du Cd par ces 2
bactéries modéles au niveau subcellulaire, noussadéveloppé ou adapté des approches
expérimentales permettant notamment de quantifiedistribution des métaux a I'échelle
subcellulaire afin de contribuer a l'identificatiates mécanismes de prise en charge des
métaux par les bactéries en conditions fortemeriaiblement polluées.

Dans un premier temps, des analyses qualitativest@nréalisées par microscopie
électronique afin d’essayer de visualiser directgmes compartiments cellulaires ou les
meétaux s’accumulent préférentiellement. Ces analysiectuées en MET-EDX et en
CryoMET, nous ont permis de confirmer certainesatlypses formulées par Guiné (2006), a
savoir que les métaux pouvaient étre fortementrnatssés sous certaines conditions et
conduire a de fortes accumulations intracellulaiveamment du Zn dans les cellulesEle
coli K12Dh5o. L'utilisation de la CryoMET s’est avérée intéraste et a permis de montrer
la présence de polymeéres riches en phosphore quiept s’enrichir en cadmium dans
I'environnement extracellulaire de cellules actidesC. metalliduransCH34. Nous avons été
confrontés aux limites de ces approches visueflagque ce sont souvent des méthodes
semi-quantitatives et relativement peu sensiblemdant difficiles les études aux
concentrations faibles classiquement rencontréass danvironnement, et nécessitant
I'utilisation de produits chimiques (contrastantgsines...) ou de conditions physiques
(température, vide...) pouvant induire des artéfgatsnodifient I'état original des objets.

Malgré cela, ces résultats, plutdt surprenants,ba@ccumulation préférentielle
(>80%) des deux métaux modeles dans le cytoplasthdaire au détriment des membranes,
méme en conditions d’inactivité cellulaire (4°Chtcété confirmés par une approche de
fractionnement physique (casse des cellules a Ipgassion) et mesure directe des teneurs en
métaux dans les différents compartiments subcelslapar ICP-MS, mais pas par une
approche de fractionnement chimique basé sur Hekbn sélective des métaux retenus sur
les membranes par un ligand organique fort, 'TEDTAtte derniere méthode s’avere trop
sensible aux conditions opératoires et entraim@uge souvent une altération des cellules qui
diminue la fiabilité des résultats ainsi obtenus.

Les résultats obtenus avec le recours a une méttmflactionnement cellulaire déja
largement validée par ailleurs, sont en accord ae=c études récentes, qui ont remis en
guestion la conceptualisation classique qui comsida membrane cellulaire comme le
principal acteur de la biosorption des métaux, aleemaniere simplifiée, 3 ou 4 sites réactifs
impliqués dans cette réactivité. Dans une étudentéc(Guiné et al., 2006), des calculs de
réactivité théorique des différents constituantsmim@naires des bactéries a Gram- ont
montré que I'adsorption des métaux sur les membrhaetériennes ne pouvait pas expliquer
plus de 4 a 10% de la biosorption globale des mépaun les bactéries. Nos résultats sont
donc en accord avec cette étude et constituentiesmi@remiéres preuves expérimentales de la
forte contribution du compartiment interne desuell bactériennes a la bioaccumulation de
métaux lourds tels que le zinc et le cadmium.

Ce chapitre a donc permis, dans un premier tempsyvigsualiser la rétention
subcellulaire des métaux dans tar coli et également de montrer, méme si cela reste a
confirmer, que C. metallidurans semble capableutdersduire de polymeéres extracellulaires
riches en phosphore pour y capturer le cadmiunxeesedans son environnement. Ce dernier
point n'a pas pu étre validé dans notre étudeste onc une perspective importante de notre
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travail. Le premier point en revanche a été cordipar une mesure directe des concentrations
de métaux retenus dans les 3 compartiments suladedk) par une approche de
fractionnement physique des bactéries exposéemataux a des concentrations variables.
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[1-1. Introduction

La plupart des études s’intéressant a I'adsorptles métaux sur la surface des
bactéries ont été menées sur des cellules métabolient inactives, durant la phase
d’adsorption, se focalisant sur des phénomeénesiaimrption passive des cations sur les
groupements fonctionnels membranaires. Cependaatpdctéries métaboliquement actives
sont susceptibles de présenter des propriétésoderption différentes de celles des cellules
inactives en raison notamment de modifications dbilité, de spéciation, de biodisponibilité
des métaux et de prise en charge active des m@taules cellules (Johnson et al., 2007;
Acikel and Alp, 2009). En effet, chez les bactéri@s considére généralement qu'il existe
deux systemes d’assimilation des métaux (Nies, Y1999

- un premier processus rapide et non spécifigtikséupar de nombreux substrats, et
constitutif. Ce type de transport cationique esttiédé par le gradient chimiosmotique a
travers la membrane. On parle alors de diffusiompg qui s’explique par des régulations
d’équilibre entre les compartiments interne et ewdede la cellule, induisant des transferts
passifs par des porines.

- un second processus plus lent, inductible, igu@aint une forte affinité au substrat et
nécessitant souvent un apport énergétique (hyadrasTP). Ce type de transport est utilisé
principalement en cas de carence ou de besoin oliéad spécifigue. On parle alors de
transport actif impliquant des transporteurs memdiras dont la synthése et I'activation sont
contrdlées au niveau génétique via divers systélmggenes.

En conditions passives d’exposition, a 4°C, on wwmre que les cellules sont
métaboliguement inactives et que les phénoméenesnalss sont pour la majorité dus a des
mécanismes passifs (Guiné, 2007). Dans ces conslitseront mis en jeu les phénomeénes
d’adsorption passive aux groupements fonctionnelsutface. Concernant I'assimilation des
métaux, elle sera due principalement a de la diffugt non a du transport actif. Avec des
cellules actives (30°C), les bactéries vont actiears différents systemes de prise en charge
et de résistance aux métaux, tels que les mécamidimélux cellulaire, la surproduction
d’EPS, la séquestration intracellulaire pour setqger de la toxicité des métaux (Malik,
2004). Certaines études ont notamment montré gsieqlantités de Cd intracellulaire
accumulées par des cellules actives de microal@agsnt plus importante que celles retenues
sur les membranes (Matsunaga, 1999; Pérez-Ramyg 20@2). Choi and Park (2005) ont
montré que les cellules mortes de microorganisrdserbent plus de métaux que les cellules
vivantes actives qui mettent en place des mécasipmgr limiter assimilation.

Le chapitre précédent a permis de montrer que thadé de fractionnement physique
des cellules bactériennes était la plus adaptéeljgbude de la distribution subcellulaire des
métaux chez les bactéries. Les résultats obtenusnai@amment permis de montrer, de
maniére originale, que méme en conditions d'in#étiid°C), les cellules d€. metallidurans
CH34 sont capables d’internaliser une grande pdui€d et du Zn (80%) biosorbé.

D’autre part, nous nous sommes intéresses dansapitre a I'effet des mélanges de
métaux sur leur biosorption. En effet, dans lesrenmements naturels contaminés ou non,
les bactéries ont rarement a faire face a un selllgmt, mais plutdét a un « cocktail » de
polluants organiques et inorganiques. La plupars études se sont intéressées aux
interactions entre un métal et une bactérie. Seylegjues rares études se sont intéresseées a
I'effet de la présence d’ions compétiteurs sur lastrption de métaux lourds chez les
microorganismes. Ainsi, Acikel and Alp (2009) ontomré une inhibition de la
bioaccumulation du Cu et du Ni en mélange par langbignon,Rhizopus delemarpar
rapport aux conditions de mono exposition. De médt®mi and Park (2005) ont montré que

-75 -



CHAPITRE Il Effet de I'état métabolique des ce#lalbactériennes sur I'accumulation et la distrduuti
subcellulaire de métaux seuls ou en mélange

I'adsorption de Ni était inhibé par la présenceuttes métaux (U, Pb, Cd et Zn) suggérant
gue l'assimilation d’'un métal peut étre signifizatinent réduite en présence d'un autre métal.
Tunali et al. (2006) ont montré que la présencéPbdeet de Cu en meélange diminue leur
adsportion paBacillus sp.par rapport aux cas ou les cellules bactérienmgisexposées a un
seul métal. Watt and Ludden (1999) ont montré querésence de Co, Cd et Cu (17 fois en
exces par rapport au Ni) inhibe 'accumulation dehdzRhodospirillum rubrunde 35, 58 et
66% respectivement.

Le zinc étant un oligoélément essentiel au dévelomnt des microorganismes, ces
derniers possédent des systémes de transportigpésif{paragraphe 1-3). En revanche, pour
les microorganismes ne possedent pas de systenemndport spécifique du Cd, son entrée
dans les cellules se fait par des transporteurigdé&éments essentiels existants, tels que
ceux du Ca, Mg, Mn et Zn (Nies, 1999; Haferburg Kothe, 2007).

Certains auteurs se sont intéressés aux effetsodgétition de cations sur la
biosorption du Cd et Zn par les bactéries. Slavegket al. (2009) ont montré que chez la
bactérie a Gram négatiinorhizobium meliloti’adsorption du Cd était principalement
affectée par le Ca et le Mg, alors que l'assimolatdu Cd au niveau intracellulaire était
dépendante de la présence de Ca et de Zn danlsiti@rsoDans une autre étude, Plette et al.
(1996) ont montré que la présence de Zn diminueodsorption de Cd par la bactérie a Gram
positif, Rhodoccocus erthropol&l77. Toutefois dans cette étude la concentrate®@n était
100 fois supérieure a celle de Cd.

Dans ce chapitre, nous avons appliqué la méthoaotifyeloppée dans le chapitre |l,
a I'étude de la biosorption du Cd et du Zn par esx bactéries modéles, mais en conditions
plus réalistes et plus représentattives des condithaturelles, c'est-a-dire avec des cellules
actives (en comparaison avec des cellules inagtietsavec un mélange des deux métaux
lourds. Cette méthodologie va nous permettre depeoen la distribution subcellulaire du
zinc et du cadmium chez deux bactéries de sensildifférente aux métauxCupriavidus
metalliduransCH34 etEscherichia coliK12DHb5a. Différentes conditions expérimentales ont
éte testées afin d’étudier I'effet de la concermratnétallique sur la distribution des métaux
dans les deux souches. L'effet de I'état physiajagides cellules, actives (30°C) ou inactives
(4°C), sur la sorption et I'internalisation du Gdde Zn sera également prise en compte. Nous
proposons également d'étudier I'effet du mélangec zt cadmium sur leur distribution
subcellulaire dans les cellules bactériennes medslen fonction de I'état physiologique des
bactéries.

[11-2. Matériel et méthodes

[11-2-1. Les modeles bactériens

Les 2 modéles bactériens utilisées lors de ces riexpés sontCupriavidus
metalliduransCH34 etEscherichia colK12DH50 et ont déja été décrites dans le paragraphe
[I-2-2. Pour leur culture, des aliquots de suspmmssicellulaires stockées avec du glycérol
32% a -80°C sont utilisés pour inoculer deux mitiele cultures minéraux a pH6 : le Tris Salt
Medium (TSM) complété avec 2 g'lde gluconate pouE. metalliduras CH34 et le milieu
M9 complémenté avec 5 g'lde glucose pouE. coli K12DH5q. Les bactéries sont cultivées
a 30°C sous agitation a 150 rpm (incubateur agit@rs). Les cellules sont récoltées en fin de
phase exponentielle de croissance §© 2.2 + 0.2) et concentrées par centrifugation a
5000g pendant 10 minutes. Afin de normaliser |esiltats, les concentrations bactériennes
finales sont fixées & 1 gL+ 0.1 pour toutes les expériences a suivre dachagitre.
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llI-2-2. Mode d’exposition des bactéries aux métaux

Pour I'étude de la distribution des métaux, seulsea mélange, deux conditions
d'exposition de bactéries aux métaux ont été testée

Exposition aux métaux sous conditions passivean premier mode d’exposition a
été testé, il correspond a des conditions passi@gosition des cellules bactériennes aux
meétaux modeles, pendant 2 heures a 4°C, comme daos le paragraphe 11-2-3.

Exposition aux métaux sous conditions activedes cellules sont exposées aux
métaux pendant toute leur phase de croissancel@manslieux de culture contaminés avec le
zinc et le cadmium & 0, PGet 10* M. En fin de phase exponentielle (entre 30 et d@rés),
des aliquots de suspensions sont centrifugées aGrBD00 g, et concentrées afin d’obtenir
des échantillons de 20 mL & une concentration hantée finale de 1g:L Le surnageant,
gue I'on appellera le compartiment extracellulag®t stocké a -20°c avant analyse. Les culots
bactériens sont alors traités pour obtenir les demmpartiments subcellulaires bactériens
comme décrit ci-aprés

Pour les tests avec les mélanges de métaux, sewencentration de T™ a été
testée pour limiter la toxicité qui s’est aver@ptimportante pouk. coli K12DH5.

[11-2-3. Etude de la toxicité du zinc et du cadmium sur lesleux
bactéries modeles

Les effets toxiques du zinc et du cadmium sur ls®hes ont été étudiés par le suivi des
courbes de croissance des bactéries en milieu ahines cellules sont préalablement
cultivées en milieu riche LB pendant 12h puis, apiacage a I'eau distillée, un aliquot de
cette culture est utilisé pour inoculer les miliguméraux (TSM ou M9) contaminés avec du
Zn et/ou du Cd & 0, et 10* M. Des prélévements réguliers de suspension $fatteés au
cours de la croissance bactérienne pour le suiviadeoncentration cellulaire (toutes les
heures). La croissance bactérienne est suivie gurke de la turbidité des suspensions
bactériennes a 600 nm ([gé pour densité optiqgue a 600 nm), a l'aide un spebitometre
(Luminescence Spectrometer LS55 - Perkin Elmerg kétation linéaire entre la Qg et la
concentration cellulaire a été établie préalablénpenr chaque souche et chaque milieu de
culture, a partir d'un dénombrement bactérien patuce sur boite de Petri (Tableau I1-3:
Caractéristigues morphologiques des cellules Qlgriavidus metalliduransCH34 et
Escherichia colK12DH50 (Guiné, 2006 et cette étude). Un dénombremertaites de Petri

a été effectué seulement pour certains points deinétigue. Les dénombrements sont
effectués par la méthode indirecte de dilutionestdlture sur boite de Petri (Figure IlI-1). Il
s’agit de diluer plusieurs fois d’'un facteur 1Gilsspension bactérienne et d’étaler, en triplicat,
100ul de ces dilutions sur des boites de Petri de facoiotenir le développement de 30 a 200
colonies bactériennes par boite. Apres 24 a 48kerdissance a 30°C, les colonies sont
dénombrées sur les boites et on peut alors déterartoncentration de la suspension initiale
en tenant compte des facteurs de dilution.
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Figure llI-1: Schématisation du protocole de dénomtement des bactéries par la méthode de dilution ete
culture sur boites de Pétri.

Une énumération des cellules bactériennes par &ttaren flux (CMF) a également
éte effectuée. Le laboratoire disposant d’'un cytoenén flux (C6 de Accuri), nous avons pu
effectuer un suivi rapide de la croissance cellalat également évaluer la toxicité du Zn et
du Cd sur les bactéries modeles. Le principe dEN¥ est présenté en Annexe 1. En
parallele aux analyses classiques {ROet dénombrements sur boite de Petri), des
enumerations cellulaires ont été réalisées par COMite technique permet en particulier
d’étudier la toxicité des métaux en caractérisanfpérte de I'intégrité membranaire qui
représente un changement important de I'activitdadeellule bactérienne puisque la perte
d’intégrité est reliée a la mort cellulaifel{ynadié, 2006). L'étude de l'intégrité membranaire
est basée sur la capacité des cellules integresldre un marqueur des acides nucléiques, le
plus connu et utilisé étant I'iodure de propidiul)( L'évaluation de I'état physiologique des
cellules bactériennes a donc été fait en utilidankit Live/Dead Baclight™ (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France). Ce kit est composé dad2dthromes (le SYTO 9 et I'lodure de
Propidium, IP) qui sont tous 2 des colorants dedeacnucléiques (respectivement vert et
rouge). Ces 2 colorants different quant a leurpétés spectrales et leur capacité a pénétrer
dans la cellule. En effet, le SYTO 9 diffuse faciknt a travers les membranes intactes ou
non et marque toutes les bactéries. L’'IP pénéetrileseent dans les cellules dont la membrane
est endommagée. Les cellules possédant une membyar@asmique intacte sont donc
capables d’exclure totalement I'lP pour des raisissaille et de charge (Berney et al., 2007).
Dans le cas d’'un mélange des 2 colorants, on ceresglie les cellules vertes sont les cellules
intactes (cellules viables) et que les cellulesgesucorrespondent aux cellules dont la
membrane est endommagée (cellules non Vviables). Llesgueurs d’ondes
d’excitation/émission sont respectivement de 480/ pour le SYTO 9 et de 490/635 nm
pour I'lP.

En pratique, la coloration est réalisée sur 1 miculeure en ajoutant iL de SYTO 9
et 2uL d’'lodure de Propidium. Ce mélange est incubé lhutes a température ambiante a
I'obscurité et ensuite analysée en cytométrie ex. flUn exemple de cytogramme permettant
de différencier les cellules mortes et vivantepedsenté sur la Figure 111-2

-78 -



111-2 Matériel et méthodes

r Plot 4: Mel ditd
@ GATE [F1inall)
"5 3
"5 g
g

23
L1

LI

"
‘_3 M T TTIT T T OImm T TITImm T 100

wt 17 wf AR

i

Figure 111-2: Exemple de cytogramme FI3-H versus Fl1-H de cellules deCupriavidus metalliduransCH34
colorées avec le kit Live/DeadBaclight™ permettant de visualiser et de quantifierles cellules viables
marquées au Syto9 et les cellules endommagées ma¥gs a I'lodure de Propidium (IP).

llI-2-4. Etude de la distribution subcellulaire des métaux ar
fractionnement physique (Presse de French)

Les résultats obtenus dans le chapitre Il, nouspennis de valider la méthode de
fractionnement physique comme la plus adaptée péwde de la distribution des métaux
dans les bactéries a I'échelle subcellulaire. legqmole est le méme que celui présenté dans
le paragraphe II-2-6 et permet, apres une casssiquieydes cellules (presse de French) et
leur ultracentrifugation, de différencier trois coantiments subcellulairesextracellulaire,
membranaire etintracellulaire .

l1I-2-5. Dosages biochimiques des sucres et des protéines

Des analyses des sucres et des protéines totauéténinenées en fin de phase
exponentielle de croissance des bactéries en comslit’exposition active aux métaux. Le
but est d’étudier la surproduction de sucres eprd¢éines par les cellules en réponse a la
présence de métal dans le milieu en relation amegventuel mécanisme de résistance. Nous
avons quantifié séparément les protéines et leeesuotaux au niveau des cellules mais
également dans le milieu extracellulaire. Pour dek cellules sont séparées du milieu
extracellulaire par centrifugation (5000 rpm, 15noies a 4°C) avant dosage biochimique
dans le surnageant (milieu extracellulaire) et ldofc (protéines et sucres associés aux
cellules). Le dosage de protéines a été effectiod $& protocole de Folin-Lowry (Lowry et
al., 1951), les sucres (carbohydrates) étant dpaesa méthode phénol - acide sulfurique
selon le protocole de (Masuko et al., 2005). Cetopples sont présentés en Annexes 2 et 3.
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111-3. Résultats

[11-3-1. Effet des métaux sur la croissance bactérienne

-3-1-1. Calibration des différentes méthodes analytiques

Afin de valider notre procédure d’énumeération deihe bactérienne par CMF, des
tests de calibration des 3 méthodes de mesurerdemvations cellulaires ont été effectués
sur difféerents échantillons de concentration calhel croissante. Les résultats sont présentés
sur la Figure 111-3.

1.00E+10

0O DO600

@ Denombrement sur boite
W Cytométrie en flux
1.00E+09 -

1.00E+08 -

UFC/mL

1.00E+07 -

1.00E+06
1 2 3 4 5

Echantillon

Figure IlI-3 : Dénombrements cellulaires (cellulespar mL) d’échantillons de concentration cellulaire
croissante obtenus par mesure de la turbidité (DgJg), culture sur boite ou cytométrie en flux.

La Figure 11I-3 montre que les trois techniquesrint des résultats trés proches, avec
guelques petites différences pour certains éclamdil notamment aux faibles concentrations.
L'utilisation de la cytométrie en flux pour la meswde concentration cellulaire apparait donc
envisageable avec une précision similaire a cdlbssautres méthodes et un seuil de détection
tres faible. En effet, la CMF permet danalyser deencentrations faibles de
microorganismes, notamment grace a l'utilisationsdedes fluorescentes. De plus, cette
technique permet d’analyser un grand nombre d’ddluars de maniére rapide et automatisée
grace a un passeur d’échantillons.

-3-1-2. Suivi de croissance des cellules deu@riavidus metallidurans
CH34

Les courbes de croissance @e metalliduransCH34 et deE. coli K12DHa, en
présence ou non de métaux obtenues par suivi Bgg, sont présentées dans les Figure
llI-4 et Figure llI-5. L'étude des courbes permet daractériser divers paramétres de
croissance, comme le temps de division cellulamsiaue le taux de croissance. Ce dernier
correspond a la pente de la partie exponentiella deurbe de croissance, suivant I'équation
In N = f(t). Le temps de division cellulaire corpesd au temps nécessaire au doublement de
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la population (en minutes). Ces deux parametressarntiellement affectés par la présence
des métaux dans le milieu de croissance et sdig@stcomme indicateur de toxicité.
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Figure IlI-4: Courbes de croissance deCupriavidus metalliduransCH34, suivie par mesure de D@gnmen
présence ou absence de zinc et/ou de cadmium a @ &t 10°M. Les résultats correspondent & la moyenne
de triplicats.

Les courbes de croissance @emetalliduransCH34 (Figure IlI-4) ne montrent pas
d’effets de toxicité importants du Zn et du Cd aemwaad avec ses capacités connues de
résistance aux métaux lourds de cette bactériegddgret al., 1987). Les taux de croissance
calculés en présence de métaux sont en effetitndigises a ceux du témoin (Tableau 111-1).
On note toutefois une Iégére diminution des taugrdessance cellulaire de. metallidurans
CH34 aux plus fortes concentrations de Zn et Cuds siute liee a une dépense énergétique
plus importante liée aux mécanismes de résistadceed Cd (Roux et al. 2001).

Tableau Ill-1: Taux de croissance p (H) et temps de génération (en min.) de la bactéri€upriavidus

metalliduransCH34 mesurés en milieu TSM en absence et en préserde Zn et Cd a 18 et 10°M.
Temps de génération Taux de croissance
(min) p(h™)
Témoin 253.5(+ 12.7) 0.16( 0.01)
Zn 10°M 266.1( 7.6) 0.16(+ 0.01)
Zn 10™M 305.4(+ 9.5) 0.14(+ 0.01)
Cd 10™°M 265.6(+ 14.5) 0.16( 0.01)
Cd 10™M 290.5(+ 8.3) 0.14(+ 0.01)
Mélange 10 °M 272.8(x 10.6) 0.15(+ 0.01)
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La croissance des cellules @emetalliduransCH34 n’est pas affectée par la présence
de Cd et de Zn en mélange. En effet la courbe aissance en présence de mélange est trés
similaire a celle du métal le plus toxique, soité&lmium, a la méme concentration. Le taux
de croissance et le temps de génération sont aEheelui mesuré en présence de CtMLO
(Tableau I11-1).

-3-1-3. Suivi de croissance des cellules disscherichia coliK12Dh5a,

La Figure IlI-5 montre que le Zn et le Cd semblafiécter Iégérement la croissance
deE. coliK12Dh5x en accord avec sa sensibilité plus forte aux métaurds par rapport a
C. metalliduransCH34. Toutefois, et malgré ces légers effetsctarentrations métalliques
utilisées lors de cette étude ne sont pas létalesE coliK12Dh5o indiquant que la bactérie
posséde des systemes de résistance ou au mowigéraade a ces deux métaux.
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Figure IlI-5: Courbes de croissance deEscherichia coli K12DH%, suivie par mesure de D@ynm €N
présence ou absence de zinc et/ou de cadmium a @ &t 10°M. Les résultats correspondent & la moyenne
de triplicats

Les taux de croissance different légerement sugiout le zinc aux 2 concentrations
et pour le cadmium a la plus forte concentratioab{@au Ill-2). La croissance d& coli
K12Dh5o est légérement affectée par la présence du Cd &nden mélange a ™ par
rapport au contréle. En revanche la présence dsefnble améliorer la « résistance » de
E.coliK12Dh&, au Cd. En effet le taux de croissance et le temhepgénération sont compris
entre ceux calculées en présence du Zn et du Gsl 340°M (Tableau 1lI-2), confirmant la
meilleu(;se croissance decoli K12Dh5x en présence du mélange par rapport a I'exposition
Cd a 10M.
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Tableau IlI-2 : Taux de croissance p (1) et temps de génération (en min.) de la bactériescherichia coli
K12DH5a mesurés en milieu M9 en absence et en présenceZtieet Cd & 10° et 10°M.

Temps de Taux de croissance
génération (min) u(h™

Témoin 67.2(+3.1) 0.62(+ 0.03)

Zn 10°M 76.2(+ 6.8) 0.59( 0.04)

Zn 10™M 74.9(2.3) 0.56(+ 0.02)

Cd 10°M 66.8(5.2) 0.60(+ 0.03)

Cd 10™M 71.6(x2.2) 0.56(+ 0.03)
Mélange 10 °M 70.0(x 4.1) 0.61(+ 0.05)
[1-3-1-4. Effet des métaux sur la viabilité cellulaire

L’effet des métaux sur la viabilité cellulaire Ge metalliduransCH34 a été évalué a
'aide du kit Live/Dead Baclight™ (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) gearmet de
colorer differemment les cellules viables et noablés, a certains moments clés de la
cinétique de croissance des cellules. Cette apprath pas pu étre appliquée pdtir coli
K12Dh5a, en raisons des problemes « d’interférence » déatpeotéine YFP produite par la
bactérie et les fluorochromes du kit Live/Dead &mainent le Syto9) qui présentent des
caractéristiques spectrales proches.

Trois temps spécifiques de mesure ont été choisis §. metalliduransCH34 dans la
cinétique de croissance:

- en début de phase exponentielle (24h)
- en fin de phase exponentielle (48h)
- en phase stationnaire (72h)

Les résultats sont présentés dans le Tableau éi-Pourcentage de cellules viables et
endommagées en fonction de la présence ou non tixngux concentrations testées. On
observe une augmentation du nombre de cellulesremdgées avec le temps. En particulier,
on remarque gqu’en phase stationnaire le nombred&ties viables a diminué de 87% a 72%
par rapport a la phase exponentielle. On ne vatddeffet net des métaux sur la viabilité de
C. metalliduran€CH34 pendant la phase exponentielle de croiss&erésultats confirment
les résultats des cinétiques de croissance, oldepeadant la phase exponentielle de
croissance, par spectrophotométrie, qui n'avaiastpontré d’effet significatif des métaux,
s’expliquant par la forte capacité de résistance rm@taux deC. metalliduransCH34. En
revanche, dans la phase stationnaire (>48h), oe oat effet du Cd a la plus forte
concentration.
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Tableau I11-3; Effet des métaux sur la viabilité des cellules deCupriavidus metalliduransCH34 obtenus en

cytométrie en flux avec I'utilisation du kit Live/Deads Baclight™.

N . % de cellules
Conditions % de cellules viables ]
endommageées
Témoin 87.3(x2.1) 12.7(x 2.1)
© Zn 10°M 84.2(+ 1.7) 15.8(+ 1.7)
o
S ‘GE'J‘ Zn 10*M 81.0( 2.5) 19.0(+ 2.5)
(D)
S (]
= 5 Cd 10°M 83.3(+ 0.9) 16.7(x 0.9)
o &
©
o ¢ Cd 10*M 84.0( 3.1) 16.0(+ 3.1)
Mélange 10°M 83.2(+ 1.8) 16.8(+ 1.8)
Témoin 89.5(+ 0.6) 10.5(+ 0.6)
Zn 10°M 89.5( 1.0) 10.5(+ 1.0)
v 9
g O ”
e = Zn 10*M 83.6(z 1.8) 16.4(+ 1.8)
Q o
(0]
© § Cd 10°M 84.4(+ 0.7) 15.6( 0.7)
= X
LL (O]
Cd 10*M 78.5(+ 0.5) 21.5(+ 0.5)
Mélange 10°M 80.3( 1.5) 19.7(« 1.5)
Témoin 72.0(2 2.3) 28.0(« 2.3)
Zn 10°M 72.9(+ 0.9) 27.1(+ 0.9)
O]
@ '§ Zn 10*M 71.9(+ 2.3) 28.1(x 2.3)
© c
o = Cd 10°M 74.6(x 1.6) 25.4(+ 1.6)
17
Cd 10*M 66.4(+ 3.4) 33.6(+ 3.4)
Mélange 10°M 70.6( 1.9) 29.4(« 1.9)

Ces résultats sont toutefois a considérer commeethelances car l'utilisation du kit
live/Dead n’est pas parfaite pour I'étude de labiligé cellulaire. Ainsi, Strauber and Mdaller
(2010) mettent en garde sur l'utilisation de laooyétrie en flux et l'utilisation de sondes
fluorescentes pour I'évaluation de la viabilitélgkgdire. lIs ont montré que la structure de la
paroi des cellules ainsi que les propriétés chiesgdes sondes utilisées déterminaient
fortement les résultats obtenus. De plus certaim®guas ont pu mettre en avant que
I'utilisation de I'lP combiné a une sonde fluoresiee colorant les acides nucléiques (par
exemple le Syto9) pouvait conduire a la créatiaimdétat intermédiaire (ni rouge, ni vert),
caractérisé par le degré de dommages subit paertabmane bactérienne (Berney et al., 2007,
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Shi et al., 2007). Ce phénomene est spécifiquebaatéries a Gram négatif qui possede une
membrane interne. De plus ces auteurs ont égalamisr@n cause l'utilisation de I'lP comme
indicateur de la viabilité cellulaire car les réatd obtenus étaient fortement dépendants de
I'état physiologique des cellules. Pour certainastéries, ils ont montré que plus de 40% des
cellules étaient marqués par I'lP pendant les peesrtemps de la phase exponentielle et que
seulement 2 a 5% étaient marquées en phase stitor({Berney et al., 2007; Shi et al.,
2007).

Des analyses en Cryo-MET de cellules @emetalliduransCH34 en présence de
100ppm de Cd, sous conditions actives d’expositiont montré que les membranes
bactériennes présentent un aspect crénelé illisieandommages membranaires dus a la
présence de Cd dans le milieu (Figure IlI-6)

Figure 111-6: Observation en Cryo-MET de membranesendommagées d€upriavidus metalliduransCH34
aprés contact avec 100 ppm de Cd en conditions aas d'exposition (30°C).

[11-3-2. Etude de la biosorption du zinc et du cadmium et déesur
distribution subcellulaire dans les cellules bactéennes
inactives (4°C)

-3-2-1. Données brutes

L'étude de la distribution du zinc et du cadmiumgikes deux bactéries modeles a été
menée selon des conditions passives et activepabéion aux métaux a deux concentrations
différentes (1d et 10° M). Les Tableaux Ill-4 et IlI-5 présentent lesulats des quantités
(en pg) de métal mesurées dans chaque compartimecellulaire. Les taux de récupération
des métaux sont également présentés, permettantatbeler les bilans de masse
expérimentaux. On remarque que d'une facon géni&sleilans de masse sont satisfaisants
(supérieur a 85 %), comme discuté dans le chgpiéeédent.

-85 -



CHAPITRE IlI Effet de I'état métabolique des cedlalbactériennes sur I'accumulation et la distrdruiubcellulaire de métaux seuls ou en mélange

Tableau Ill-4: Distribution subcellulaire du cadmium dans les cellules d&scherichia coliK12DH5a et Cupriavidus metalliduransCH34 en conditions d'exposition
active (30°C) et passive (4°C) d’exposition aux nmeiix. Les données sont en pg de Cd par compartimefiécart type calculé d'aprés des triplicats). La msse initiale
de Cd (en ug) et les pourcentages de récupération €d sont également indiqués.

Cellules inactives Cellules actives

Souche E. coli K12Dh5 a C. metallidurans CH34 E. coli K12Dh5 a C. metallidurans CH34
Concentration initiale 10°M 10™M 10°M 10™M 10°M 10™M 10™°M 10™M
g Extracellulaire 9.39 (+2.39) 154.3 (£ 10.03) 6.14 (+0.35) 132.9 (+4.98) 15.47 (x1.27) 184.8 (+18.33) 14.77 (+0.96) 188.4 (+3.91)
£
% Membranaire 0.52 (+0.00) 2.17 (+0.31) 1.48 (+0.36) 4.25 (+1.01) 0.39 (+0.05) 0.65 (+0.10) 0.78 (+0.10) 1.37 (+0.09)
Q.
IS
8 Intracellulaire 2.41 (£ 0.11) 20.31 (£3.02) 4.69 (+0.59) 34.07 (£3.29) 1.81 (x0.79) 2.77 (x0.57) 1.05 (z 0.57) 5.83 (+0.97)
Masse initiale de Cd 13.07 180.7 13.80 179.1 18.24 189.5 17.67 1975
% de récupération de Cd 94.3 97.8 89.2 95.6 96.9 99.3 93.9 99.1
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Tableau 111-5: Distribution subcellulaire du zinc dans les cellules d&scherichia coliK12DH5e et Cupriavidus metalliduransCH34 en conditions d'exposition active
(30°C) et passive (4°C) d’exposition aux métaux. kedonnées sont en pg de Zn par compartiment (écdstpe calculé d'apres des triplicats). La masse itiale de Zn
(en ug) et les pourcentages de récupération du Zorg également indiqués.

Cellules inactives Cellules actives
Souche E. coli K12Dh5 a C. metallidurans CH34 E. coli K12Dh5 a C. metallidurans CH34
Concentration initiale 10°M 10™M 10°M 10™M 10°M 10™M 10™°M 10™M
g Extracellulaire 6.49 (+0.34) 97.18 (+6.68) 5.20 (£ 0.98) 60.23 (+4.04) 9.46 (+0.23) 79.98 (+ 12.50) 9.56 +x2.59) 110.73 (+15.57)
£
% Membranaire 1.16 (+0.16) 1.34 (+ 0.44) 0.61 (+0.05) 4.03 (£0.61) 0.29 (+0.03) 3.14 (+0.03) 0.34 (+0.08) 0.78 (+0.18)
£
8 Intracellulaire 3 (£0.23) 7.14 (+0.10) 3.72 (+0.35) 24.96 (+2.68) 1.75 (2 0.04) 5.84 (+1.27) 2.05 (£ 0.34) 3.42 (£ 0.49)
Masse initiale de Zn 11.92 107.93 10.43 95.02 11.88 104.6 12.41 116.4
% de récupération de Zn 89.4 97.9 914 93.9 96.8 85.0 96.3 98.7
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l1-3-2-2. Distribution subcellulaire du zinc et du cadmium dans les
cellules inactives (4°C) ddescherichia coliK12Dh5a et de Cupriavidus
metalliduransCH34

Pour une meilleure lisibilité, les résultats detriisition des métaux sont présentés
sous forme d’histogrammes sur la Figure 1ll-7 plesrdeux bactéries. En conditions passives
d’exposition aux métaux (4°C) on considére queckdiiles sont métaboliquement inactives
et que les phénomenes observés sont majoritairesnsrd des mécanismes passifs. Dans ces
conditions, sont en jeu les phénomenes d’adsorpissive sur les groupements fonctionnels
de surface et de diffusion a travers les canaux bremaires. Concernant I'assimilation des
meétaux, elle est due principalement a de la diffust non a du transport actif.

[ Extracellulaire [l Membranaire [[] Intracellulaire
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Figure 11l-7: Distribution du Cd et du Zn dans les trois compartiments subcellulaire des cellules de
Escherichia coli K12Dh5a et de Cupriavidus metalliduransCH34 en conditions passives d'exposition (2
heures a 4°C). Les résultats sont représentés en gg Cd et de Zn dans les 3 compartiments subcellide.

La Figure 1lI-7 montre de maniére surprenante ge’omajorité des métaux biosorbés
est accumulés dans le cytoplasme des cellulepnpartiment membranaire ne représentant
qu’une faible proportion du Cd bioaccumulé. A lapfaible concentration (f™), il y a
respectivemendl.6 et 3.2 fois plus de Cd dans les compartiments intracahes deE. coli
K12Dhto et deC. metalliduransCH34 par rapport aux compartiments membranairela A
plus forte concentration (™), il y a respectivemer®.3 et 8.0 fois plus de métal dans les
compartiments intracellulaires d& coli K12Dh% et deC. metalliduransCH34. Comme
pour le Cd, les compartiments membranaires nenredig qu’une faible quantité du Zn total
bioaccumulé. A la plus faible concentration, il yeapectivemer?.6 et6.1 fois plus de métal
dans le compartiment intracellulaire pdtrcoli K12Dh5o et deC. metalliduransCH34. A la
plus forte concentration, il y a respectivemén8 et 6.2 fois plus de métal dans les
compartiments intracellulaires &e coliK12Dh5x et deC. metalliduran<CH34.

Les résultats montrent également un effet de cdrateon important pour les deux
métaux. A la plus forte concentration (M) les quantités totales de Cd et de Zn
bioaccumulées, considérées comme la somme de métabranaire et intracellulaire, sont
plus élevées qu'a TM. En effet, les cellules d&. metalliduransCH34 retiennent envirof
fois plus de Zn et de Cd a la plus forte conceiatnatLes cellules dd=. coli K12Dh5o
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retiennent6 fois plus de Cd et seulemedits fois plus de Zn a la plus forte concentration.
Toutefois cela correspond proportionnellement aplne faible proportion relative de métal
retenu (50% de moins) confirmant la non linéar#é drocessus de biosorption classiquement
modélisé par des isothermes de type Langmuir (BigisB).

Les résultats montrent également que les deuxhext@agissent différemment vis-a-
vis des deux métaux modeéles. Aux deux concentratindiées la biosorption passive des
meétaux semble étre plus importante ckzmetalliduransCH34 queE. coli K12Dh%. En
effet, les résultats montrent qu’en conditions pass d’exposition, les cellules de C.
metallidurans retiennent plus de Cd que celles Edecoli K12Dh5 pour les deux
concentrations d'étude2:1 fois plus & 10M et 1.7 fois plus & 1dM. Concernant le Zn, & 10
°M les deux bactéries retiennent la méme quantithél. En revanche, a 101 de zn, les
cellules deC. metalliduransCH34 retiennent3.4 fois plus de Zn que celles d& coli
K12Dh5o.

[1-3-2-3. Comparaison aux isothermes de sorption

Les résultats obtenus ont été comparés aux isofised® sorption obtenus par Guiné
et al. (2006, 2007), en considérant la somme dalrdéns le compartiment membranaire et
intracellulaire comme le total bioaccumulé par éeflules (Figure 111-8). On note que les
résultats obtenus par fractionnement physique ésepce de Zn et de Cd sont en accord avec
les isothermes d’adsorption obtenues par Guiné. €2@06, 2007) pour les mémes couples
bactéries-métaux. Pour le zinc, bien que les danrs@@ent un peu plus dispersées, les
résultats obtenus sont en bonne correspondanceleseésultats obtenus par Guiné et al.
(2006, 2007) et confirment les résultats obtenuss dka chapitre 11.

O Isotherme d’adsorption (Guiné, 2006) . .
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Figure 111-8: Isothermes de sorption du Zn et du Cdsur les cellules deCupriavidus metalliduransgCH34 et
de Escherichia coliK12DHa (Guiné, 2006 ; Guiné et al., 2006, 2007).
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[1-3-2-4. Distribution subcellulaire du zinc et du cadmium en
mélange dans des cellules inactives (4°C) &scherichia coliK12Dh5a
et Cupriavidus metalliduransCH34

L'étude de la distribution du zinc et du cadmiumcenditions de mélange chez les
deux bactéries modéles a été menée en conditiess/pa et actives d’exposition au mélange
des deux métaux & POM. Le Tableau I1I-6 présente les résultats desntiiés de métal
mesurées dans chaque compartiment subcellulairagenOn remarque que d'une facon
générale les bilans de masse sont satisfaisaqsrisurs a 82 %)
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Tableau 111-6 : Distribution subcellulaire du cadmium et du zinc sur les cellules dé&scherichia coliK12DH5a, et Cupriavidus metalliduransCH34 en conditions
actives et passives d'exposition a Cd et Zn en malge. Les données sont en g de métal par compartimg+ 1 écart type calculé d'aprés les triplicats)La masse
initiale de contamination (en ug) et les pourcentags de récupération sont également indiqués.

Conditions expérimentales

Cellules inactives

Cellules actives

Souche E. coli K12Dh5 a C. metallidurans CH34 E. coli K12Dh5 a C. metallidurans CH34
Métal Cd Zn Cd Zn Cd zn Cd Zn
= Extracellulaire 11.40 (+0.82) 9.83 (£0.31) 6.25 (+0.35) 5.91 (x0.44) 18.48 (+0.62) 15.58 (+0.43) 16.55 (+ 1.54) 13.44 (+1.28)
£
'g Membranaire 0.20 (+0.07) 0.51 (+0.04) 1.27 (+0.18) 1.32 (+0.22) 0.00 (0.00) 0.74 (+0.02) 0.37 (£0.08) 1.22 (+0.22)
o
g
O Intracellulaire 2.88 (x0.11) 1.56 (+0.18) 4.76 (£0.01) 3.53 (£0.73) 0.24 (+0.01) 0.78 (£0.15) 1.02 (+0.07) 1.77 (£ 0.16)
Masse initiale de métal (ug) 14.8 12.9 15.0 12.6 18.8 17.7 18.6 18.3
% de récuperation de métal 98.2 92.2 81.9 85.4 99.8 96.8 96.2 89.6
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Comme pour les métaux seuls, les résultats deldison subcellulaire du zinc et du
cadmium en mélange sont présentés sous formeatjngshmes sur la Figure 111-9.

[ Extracellulaire [l Membranaire [[] Intracellulaire
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Figure 111-9: Distribution du Zn et du Cd, seuls ou en mélange, dans les trois compartiments
subcellulaires des cellules deEscherichia coli K12Dh5a et de Cupriavidus metallidurans CH34 en
conditions passives d'exposition (2 heures a 4°C).

Les résultats de la Figure I11-9 et du Tableau7liontrent que pouC. metallidurans
CH34, la présence de Zn ne semble pas modifiequestités de Cd bioaccumulé, tant au
niveau membranaire qu’intracellulaire. En revandhe présence de Cd entraine une
augmentation (x 2) de la quantité de Zn sorbéenaemmbranes et une légére diminution, non
significative, de la quantité de Zn internaliséeesLcellules deC. metalliduransCH34
bioaccumulent un peu plus de Zn en présence qusenge de Cd mais de maniére non
significative. D’'une maniere géenérale il ne senyds y avoir d’effet de compétition entre le
Cd et le Zn a ces concentrations sur leur distiobusubcellulaire dans les cellules @e
metalliduransCH34 en conditions passives d’exposition. Cecicesffrimé par le fait que la
somme de métal bioaccumulé en conditions de mélamiecadmium plus zinc, est similaire
a la somme de Cd et de Zn bioaccumulé en conditlemaonoexpositions.

Tableau 1ll-7: Comparaison des quantités totales d&Zn et de Cd membranaires intracellulaire et de la
quantité de métal total bioaccumulé (en pg) biosodes par les cellules inactives d€upriavidus
metalliduransCH34.

Cupriavidus metalliduransCH34
cdseul  7n seul Cden Znen Total
présence de Zn présence de Cd mélange
Membrane 1.48 0.61 1.27 1.32 2.59
Cytoplasme 4.69 3.72 4.76 3.53 8.29
Total bioaccumulé 6.17 4.33 6.03 4.85 10.88

Les résultats de la Figure 111-9 et du Tableawlitrontrent que la présence de Zn ne
semble pas avoir d’effet significatif sur le Cdatiobioaccumulé paE. coliK12Dh%. On ne
note pas de variations des quantités de Cd assoaife membranes ou internalisées en
présence de Zn par rapport aux conditions de meposition au Cd (18M). En revanche, la
présence de Cd entraine une forte diminution dioZd bioaccumulé par les cellules He
coli K12Dh5, par rapport aux conditions de mono exposition e{IZ0°M), caractérisée par
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une diminution significative (de 50% environ) deglaantité de Zn sorbée aux membranes et
internalisée. De plus, ceci est confirmé par ledae la somme de métal bioaccumulé par les
cellules deE. coli K12Dh5 en conditions de mélange, cadmium plus zinc, esingn
importante qu’en conditions de mono-exposition a@uwG au Zn.

Tableau 11I-8 : Comparaison des quantités de Zn etde Cd dans les compartiments membranaires,
intracellulaire et la quantité de métal total bioacumulé (en pg) entre les conditions mono expositiost
conditions de mélange cheEscherichia coliK12Dh5a.

Escherichia coliK12Dh5a
cdseul  Zn seul Cden Zn en Total
présence de Zn  présence de Cd mélange
Membrane 0.52 1.16 0.2 0.51 0.71
Cytoplasme 241 3 2.88 1.56 4.44
Total bioaccumulé 2.93 4.16 3.08 2.07 5.15

[11-3-3. Distribution subcellulaire du zinc et du cadmium
biosorbées par des cellules actives (30°C) descherichia coli
K12Dh5a et Cupriavidus metalliduransCH34

-3-3-1. Cas du zinc et du cadmium seuls

Les résultats de distribution subcellulaire du cammet du zinc dans les bactéries
modeles en condition actives d’exposition sont gméss dans la Figure 1lI-10 et dans les
Tableaux llI-4 et III-5.
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Figure 111-10: Distribution du Cd et du Zn dans les trois compartiments subcellulaire des cellules de
Escherichia coliK12Dh5a et de Cupriavidus metalliduransCH34 en conditions actives d'exposition (48
heures a 30°C). Les résultats sont représentés erg e Cd et de Zn dans les 3 compartiments

subcellulaire.

On note que les quantités totales de Cd et Zn bimaclées sont plus faibles qu’en
conditions passives d’exposition pour les deux évées modéles. Ceci se traduit par une
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diminution des quantités de Cd et de Zn sorbéesrammbranes ainsi qu’une forte diminution
des quantités internalisées, en particulier aua fidrte concentration (T®1). En effet, dans
les conditions ou les cellules se sont dévelopmegprésence de métaux, le zinc et le
cadmium sont peu bioaccumulés (moins de 20%) stptént des distributions subcellulaires
relativement proches dans les deux bactéries. @m également un effet de concentration
mais beaucoup moins marqué qu’avec des cellulesivea. Ces résultats indiquent que pour
se protéger de la toxicité des métaux les bactegrgent de limiter au maximum les quantités
de Cd et de Zn au niveau membranaire et intrae@éupar la mise en place de mécanismes
actifs.

[-3-3-2. Cas du zinc et du cadmium en mélange

Les résultats de distribution subcellulaire du mg&zinc/cadmium a 1 dans des
cellules actives sont présentés sous forme d’higtoges sur la Figure 11l-11 pour le zinc et
pour le cadmium.
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Figure llI-11: Distribution du Zn et du Cd, seuls ou en mélange, dans les trois compartiments
subcellulaires des cellules deEscherichia coli K12Dh5a et de Cupriavidus metallidurans CH34 en
conditions actives d'exposition (48 heures a 30°C).

Comme avec les cellules inactivées, on observe @e®cellules actives un léger effet
de compétition entre le Zn et le Cd en mélangeleur distribution subcellulaire pouC.
metalliduransCH34 par rapport aux mémes conditions mais aveseuhmétal modéles. En
revanche la présence de Zn entraine une forte dimm de la quantité totale de Cd
bioaccumulée par les cellules #e coli K12Dh%o (de 2.2 a 0.24 ug) caractérisée par une
diminution importante des quantités de Cd sorbaesless membranes qui deviennent
indétectables ici, et internalisées (de 1.81 a Lg% par rapport a la biosorption du Cd sur
des cellules actives. On observe également uneelétdinution de la quantité totale de Zn
bioaccumulée en présence de Cd par les cellulds. deli K12Dh5o (de 2.04 a 1.52 pg)
surtout caractérisée par une forte diminution areani du compartiment intracellulaire (de
1.75 & 0.78 pg). En présence de Cd, la rétentioZrd@ugmente dans le compartiment
membranaire pour les 2 bactéries (de 0.34 ug ado@eC. metalliduransCH34 et de 0.29
ug a 0.74 pg poulE. coli K12Dh5y), indiguant un piégeage de ce métal dans ce
compartiment. Au contraire, I'adsorption membragaiu Cd diminue pour les 2 bactéries en
présence de Zn par rapport au Cd seul : de 0.787a@ pourC. metalliduransCH34 et de
0.39 a 0 pug pouk. coliK12Dh5o.
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11-3-3-3. Dosages biochimiques des protéines et sucres en fie

croissance cellulaire

Afin d’évaluer la surproduction de polysaccharidesde protéines par les bactéries en
réponse a la présence des métaux, nous avonsfguaati deux types de composeés dans le
milieu de culture et dans les culots bactérienesagBh de croissance en présence ou absence
de métal aux différentes concentrations. Les résukont normalisés par rapport au témoin
afin de comparer I'effet des métaux sur la produrct/ou la consommation de protéines et
de sucres totaux initialement présents dans lemde culture.

Cas de Cupriavidus metallidurans CH34

Les résultats concernant le dosage des protéindssesucres totaux consommes ou
produits parC. metalliduransCH34 en fin de croissance avec et sans métauxpsésentés
sur la Figure 111-12 et le Tableau IlI-9.
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Figure 111-12 : Quantification des protéines et dessucres totaux dans le milieu de culture et dansde
cellules deCupriavidus metalliduransCH34 aprés 48 heures de croissance en milieu TSM absence et en
présence de métaux. Les résultats sont normaliséarprapport au témoin (100%), les barres d'erreurs
correspondent aux écarts-types calculés avec defpticats.

La Figure I1I-12 montre une diminution des prot&mans le milieu extracellulaire en
présence de Cd seul ou en mélange peut étre doe augmentation de I'activité cellulaire
(consommation de nutriments) pour combler la dépearsergétique mise en place par les
cellules pour se protéger. En revanche la présateemétaux semble entrainer une
augmentation de la quantité de protéines assoc@arscellules. Cette augmentation est
d’autant plus importante que le métal est toxicDie ¢ Zn) et & forte concentration (1@ >
10°M). On note que la consommation et la productionsderes ne semblent pas étre
affectées par la présence de zinc au cours deissance d€. metalliduransCH34, quelle
que soit sa concentration. En revanche la présém¢ad induit une diminution importante de
la quantité de sucres associés aux cellules, notaini forte concentration de Cd. La
présence de Zn avec le Cd réduit [égerement ostt €8hns une moindre mesure, on observe
une légere baisse des sucres associés aux c@iulg®sence de zinc. Ces résultats peuvent
s’expliquer soit par I'inhibition de la synthése siecres au niveau de la cellule (effet toxique),
Soit par une augmentation de la consommation desuinitialement présents dans le milieu,
comme réserve énergétique pour se défendre cantogitité du cadmium.
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Tableau 111-9: Masses de protéines et de sucres fix (en pg) dans le milieu de culture et associésxa
cellules deCupriavidus metalliduransCH34 apres 48 heures de croissance en milieu TSM absence et en
présence de métaux.

Cupriavidus metallidurans CH34

Masse de protéines Masse de protéines Masse de sucres Masse de sucres
extracellulaires (ug) associées aux cellules (ug) | extracellulaires (ug) associés aux cellules (ug)
Témoin 3.47 (£ 0.11) 0.93 (+ 0.36) 2.61 (+0.57) 1.18 (+ 0.54)
Zn10°M 3.43 (£ 0.56) 1.07 (+0.16) 2.36 (£0.02) 1.08 (+0.37)
Zn 10“M 3.46 (+ 0.25) 1.46 (+ 0.05) 2.66 (+1.12) 1.08 (+ 0.57)
Cd 10™°M 2.08 (+0.22) 1.67 (+0.07) 2.29 (+0.61) 0.40 (+ 0.14)
Cd 10™M 1.90 (+ 0.46) 1.89 (+ 0.44) 2.42 (£0.10) 0.29 (£ 0.02)
Mélange 10 °M 1.97 (+ 0.39) 1.98 (+ 0.30) 2.81 (+ 1.06) 0.55 (+ 0.16)

Cas de Escherichia coli K12DHba

Les résultats concernant le dosage des protéindssesucres totaux consommeés ou
produits paiE. coli K12DH5u en fin de croissance avec et sans métaux sorgrgésssur la

Figure I1I-13 et le Tableau I1I-10.
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Figure 111-13: Quantification des protéines et dessucres totaux dans le milieu de culture et dans les
cellules deEscherichia coli K12DH5a aprés 48 heures de croissance en milieu M9 en abse et en
présence de métaux. Les résultats sont normalisésarp rapport au témoin, les barres d'erreurs
correspondent aux écarts-types calculés avec degpticats.

La Figure 111-13 montre I'absence d’effet du Zn $arconsommation et la production
de sucres chei. coliK12Dh5u apres 48 heures de croissance en milieu M9, excelat plus
forte concentration qui induit une légere diminatde la teneur en sucres des bactéries. En
revanche, on observe une augmentation importange sieres associés aux cellules
lorsqu’elles se sont développées en présence aeiwad Cet effet semble proportionnel a la
concentration métalligue mais semble plus limitépedisence de Cd et de Zn. Les fortes
quantités de sucres au niveau extracellulaire €gabllll-10) sont dues a la présence de
glucose dans le milieu M9 apporté comme sourcegétigue pour la croissance #e coli
K12DH50. On observe que la consommation et/ou la produat@protéines par les cellules
deE. coli K12DH50 ne sont pas affectées significativement par lagrée des métaux seuls
ou en mélange. Seule la plus forte concentratioGaldans le milieu peut s’expliquer par une
diminution de la consommation des protéines auanivextracellulaire, probablement en
relation avec sa toxicité (bien que non confirmaéela courbe de croissance) ou encore par la
surproduction et I'excrétion de polymeéres protégaa réponse a la présence de Cd dans le
milieu, servant a inerter ce toxique.
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Tableau 11I-10 : Masse de protéines et de sucrestaux (en pg) dans le milieu de culture et associ@six
cellules deEscherichia coli K12DH5a aprés 48 heures de croissance en milieu M9 en abse et en
présence de métaux.

Escherichia coli K12Dh5a

Masse de protéines Masse de protéines Masse de sucres Masse de sucres
extracellulaires (ug) associées aux cellules (ug) | extracellulaires (ug) associés aux cellules (ug)
Témoin 2.75(x 0.14) 3.47 (£ 0.40) 105.6 (£ 2.19) 0.42 (£ 0.03)
Zn10°M 2.79 (¥ 0.13) 3.88 (x0.33) 112.1 (£ 4.97) 0.35(+0.12)
Zn10™Mm 2.88 (+ 0.05) 3.53 (£ 0.47) 98.3 (+ 3.00) 0.28 (£ 0.10)
Cd10°M 2.97 (£ 0.36) 3.43 (£ 0.28) 85.8 (+3.82) 0.42 (£ 0.20)
Cd10™M 3.37 (£0.01) 3.43 (£ 0.13) 83.8 (+ 11.16) 0.71 (£0.13)
Mélange 10 °M 3.00 (+0.18) 3.45 (£ 0.10) 91.5 (+ 3.00) 0.52 (£0.11)
111-4. Discussion

l1I-4-1. Biosorption et distribution subcellulaire du zinc & du
cadmium dans des cellules inactives (4°C) descherichia coli
K12Dh5e et deCupriavidus metalliduransCH34

La méthodologie de fractionnemnt physique que rayoss développé pour I'étude de
la distribution subcellulaire du zinc et cadmiumezhles 2 bactéries modeles par
fractionnement physique semble validée par nosltetésu Les craintes d’'une éventuelle
redistribution des métaux lors de la casse cetkilpar cette méthodologie sont limitées par le
fait que c’est une méthodologie tres largemeniseél en biologie cellulaire pour ce genre
d’approche et que si c’était le cas on aurait olEsdes profils de distribution similaires pour
toutes les conditions testées y compris entrexpsesitions actives et passives aux meétaux.

Les résultats obtenus ont montré que pour les dmncentrations d'étude, le
cadmium et le zinc sont fortement fixés par lesxdeactéries, jusqu’a 50% du Zn ou du Cd
en solution poulC. metalliduransCH34 et 40% pouE. coli K12Dh%. Pardo et al. (2003)
ont montré que des cellules inactivéesPdeudomonas putidétaient capables de biosorber
jusqu’a 80% de Pb, Cu, Cd et Zn, confirmant aiascépacité des cellules bactériennes a
biosorber de grandes quantités de métaux lourdsoaditions passives d’exposition. De
maniere surprenante, on observe que le compartimajéur d'accumulation meétallique
semble étre le cytoplasme, qui retient plus de 78e% meétaux bioaccumulés pour les deux
bactéries, indépendamment de la concentration.nBtoment le compartiment membranaire
de nos deux bactéries a Gram négatif s'avéere fdear de métaux, en désaccord avec le
concept bien accepté de complexation métalliqudesusurfaces des bactéries (Fein et al.,
1997; Yee and Fein, 2001; Guiné et al., 2006). Gui al. (2006) ont suggéré que
I'adsorption aux groupements fonctionnels est Baipar la surface des cellules et la densité
de ces sites et ne permet pas d’expliquer les f@andtales de métaux bioaccumulés par les
bactéries. Nos résultats confirment ces résultaiinpnaires et mettent en avant la capacité
des bactéries modeles a internaliser de fortestiggsmle Cd et de Zn en conditions passives
d’exposition (cellules inactivées a 4°C).

Les résultats obtenus montrent également que les lwictéries présentent des profils
de distribution subcellulaire des meétaux sensibleméifférents en accord avec leur
sensibilité variable aux métaux lourds. La rétemtpassive des métaux semble étre plus
importante che. metalliduransCH34 que chekE. coli K12Dh%u. Les plus faibles quantités
internalisées pé&k. coli K12Dh5o pourraient indiquer une premiére forme de provectde la
part deE. coli K12Dh%o, vis-a-vis des métaux par une limitation de lgudibn passive
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(moins de porines, membrane moins perméable) atonirble de I'entrée de métaux plus
important. L’homéostasie des métaux dans les esllélant contrélée par des processus actifs
(voir chapitre 1), il n'est pas surprenant d’obsarune forte concentration métallique dans
des cellules inactives. Cela pourrait expliquer pass fortes quantités de métaux dans le
cytoplasme observées poGr metalliduransCH34. En effet cette souche est connue pour
posséder des systemes d’efflux important (Mergeay.,€1987; Rozycki and Nies, 2008), lui
permettant de contrbler facilement ’homéostasie aetaux, méme en présence de fortes
concentrations puisqu’elle est capable de leseegfficacement vers I'extérieur via une forte
consommation d’énergie (plus forte consommatiosuees du milieu extérieur).

Nos résulats ont également montré que les mécasidegtention des métaux par les
bactéries s’'avérent étre contrdlés par la concgoranétallique exterieure. En effet, les
quantités de métaux internalisées, sont plus iraptes a plus forte concentration M)
pour les 2 bactéries modeles. En revanche on aemarguer que cela correspond
proportionnellement a une plus faible proportiolatree de métal retenu (environ 50% de
moins) confirmant la non linéarité des processusbiesorption généralement observés
(Isotherme de type Langmuir). D’'une maniére géeérals résultats montrent que dans des
conditions passives d’exposition, la diffusion @tErieur des cellules des deux bactéries
modeles est importante et qu’il y a donc nécegsité les cellules bactériennes d’'un contrble
actif des métaux pour réguler les concentratioteses et membranaires et donc se protéger
de la toxicité.

l1I-4-2. Biosorption et distribution subcellulaire du zinc €& du
cadmium dans des cellules actives (30°C) descherichia coli
K12Dh5a et deCupriavidus metalliduransCH34

Les résultats obtenus en conditions actives d’@dpnsaux métaux ont montré que les
cellules actives bioaccumulent des quantités @ises de métaux (jusqu’a 7 fois moins de
biosorption & 18M). Cette diminution de bioaccumulation de métawsr ples cellules
métaboliquement actives peut étre induites pagmdiffts mécanismes ou stratégies mises en
place par les bactéries. La premiere possibilitdaesiise en place de systemes d’efflux bien
connus cheZ. metalliduransCH34 et chez les bactéries résistantes (Mergeay.,et987;
Saier et al., 1994; Ehrlich, 1997; Bruins et a0@; Gadd, 2000; Ledin, 2000; Nies, 2003;
Haferburg and Kothe, 2007; Bai et al., 2008; Rokyukd Nies, 2008). Les bactéries ont
€également pu surproduire des EPS capables de piégemétaux sur ou a I'exterieur des
cellules pour se protéger du stress induit pafdges concentrations en métaux (Bhaskar and
Bhosle, 2006; Comte, Guibaud, and Baudu, 2006ahibeset al., 2008, 2008; Bunge et al.,
2010; Ha et al., 2010). Enfin, certaines bactésm#t capables de modifier la structure ou la
composition de leur membrane afin de limiter leér@menes de diffusion ou de sorption des
métaux (Bruins et al., 2000).

Johnson et al. (2007) ont montré que par rappatesacellules inactives, I'activité
métabolique des cellules crée un potentiel élaptrig travers la membrane plasmique, appelé
« force motrice protonique» (PMF en anglais). Emditions aérobies, les protons sont
pompés a travers la membrane plasmique vers liextéde la cellule, et des électrons ou des
especes chimiques négativement chargees. (QHe concentrent dans la cellule. La PMF est
une composante essentielle du métabolisme bactguiequ’elle permet le retour des protons
a l'intérieur de la cellule via des pompes ATPasepompes a protons (Urrutia Mera et al.,
1992; Kemper et al.,, 1993). Dans ces conditiongeut supposer que le pH plus faible
associé a l'environnement de la membrane entraire diminution de l'adsorption des
cations métalliques, et donc du Zn et du Cd, ssirgimupements fonctionnels de surface,
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contribuant ainsi également a expliquer la dimowtile la biosorption de ces métaux par les
cellules actives (Urrutia Mera et al., 1992; Kempeal., 1993). Ainsi on pourrait observer
une compétition entre les protons et les catiot@igrant une plus faible sorption des métaux
sur les cellules métaboliguement actives. Toutefolmson et al. (2007) ont remarqué que les
bactéries a Gram positif adsorbaient plus de métaggu’elles étaient actives mais pas chez
les bactéries a Gram négatif, comme celles étudises notre étude. Les différences
observées étant expliquées par des différencesvaaunmembranaire : les sites de fixations
des métaux étant extérieurs a la couche de peptdowe Johnson et al. (2007). On devrait
donc pouvoir négliger ce processus dans notre gtude

Concernant la mise en place de mécanismes d’ef@uxnetalliduransCH34 était
connue pour ses capacités de résistance au méauabep systémes d’efflux (Mergeay et al.,
1987; Rozycki and Nies, 2008), on peut supposanrgugrande partie des métaux retenus en
conditions passives d’exposition, notamment dansyteplasme, soit expulsée des cellules
par ce meécanisme, expliquant ainsi les fortes rdiffées observées avec des cellules
inactives.

Concernant la surproduction d’'EPS, on a vu qu'iseit deux types d’'EPS chez les
bactéries, les EPS liés et solubles :

Si les bactéries avaient synthétisé des EPS liés pe protéger des métaux, on
observerait une augmentation de I'adsorption menawa comme le montrent différentes
études (Bhaskar and Bhosle, 2006; Comte et al§200eshima et al., 2008; Bunge et al.,
2010; Ha et al.,, 2010)Pour C. metalliduransCH34 les quantités de métaux dans le
compartiment membranaire sont généralement plotefaen conditions actives d’exposition,
laissant penser qu’il 'y a pas de surproductionpd/meres liés pendant la croissance
cellulaire en présence de métaux. En revanche,lasaellules dé&. coli K12Dh5y mises en
contact avec ItM de Zn, on observe une augmentation significative.3) de la quantité de
Zn dans le compartiment membranaire, ce qui indique cette bactérie est capable de
synthétiser des polyméres liés afin d'augmentatessité de sites réactifs de surface et ainsi
retenir les métaux a I'extérieur de la cellule.

Les bactéries sont également connues pour leucit@@asynthétiser des EPS solubles
qui vont «inerter » les métaux directement dansmlidieu extérieur et diminuer la
concentration biodisponible (Mirimanoff and Wilkors 2000; Smiejan et al., 2003). Smiejan
et al. (2003) ont montré que la bactdrleodospirillum rubrurmexcréte en quelques minutes
un fort ligand complexant en présence de Cd (8M)0 De méme, Mirimanoff and Wilkinson
(2000) ont mis en évidence la production d’'un Igyaans le milieu extracellulaire par des
cellules deRhodococcus opacen réponse a la présence de Zn (M) Kassab and Roane
(2006) ont également montré la production de porgm@ar deux especes Eseudomonas
sp. en contact avec du Cd {M). Les images obtenues en microscopie électronique
(paragraphe 11-3) indiquaient qu’en conditions aesi d’exposition au Cd, les cellules @e
metalliduransCH34 produisent dans le milieu extracellulaire desmogranules riches en
phosphate et cadmium, ce qui peut correspondre doume d’inertage du Cd, bien que nous
n'ayons pu le confirmer par la suite. De nouvebeslyses devraient permettre de valider
cette surproduction de polymeres riches en phosptahme mécanisme de résistance au Cd
par cette bactérie. Il serait également intéresdanpouvoir mesurer les concentrations de
métaux libres dans le milieu extracellulaire ad&id’'une électrode sélective ou de « Hollow
Fiber Permeation Liquid Membrane » (HF-PLM) (Pastrathy et al., 1997; Slaveykova et
al., 2009). Cette information permettrait de mieaxactériser la spéciation du cadmium et
pourrait confirmer la présence d’efflux cellulaiten effet, la spéciation des métaux est un
facteur connu pour contrbler les interactions emge métaux et les microorganismes, et
notamment leur biodisponibilité (Sigg and Behra)20
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Des dosages de protéines et de sucres dans lel redteacellulaire et associés aux
cellules ont été réalisés afin de vérifier leur licgtion dans la prise en charge des métaux.
Pour C. metalliduransCH34, nous avons pu observer une augmentationfisaie de la
guantité de protéines associées aux cellules esepeé de métal, d’autant plus importante
que le métal est toxique et fortement concentré.r€gultats pourraient s’expliquer par le fait
gue pour se protéger des métaux, les cellules &ysdimt des protéines, par exemple des
transporteurs pour I'efflux ou bien des polymerestgiques liés aux cellules pour augmenter
la densité des sites réactifs de surface (BhasichBhosle, 2006; Ha et al., 2010). D’apres les
résultats de distribution subcellulaire, 'augmdiota de la quantité de protéines semblerait
plutét due a une augmentation des transporteursrcabserve une diminution de la quantité
de Cd biosorbé et une augmentation du Cd extrtdaieét probablement dd a un mécanisme
d’efflux.

Pour E. coli K12Dh5x on observe une augmentation de la production adeesu
associés aux cellules et une augmentation desimpestéxtracellulaire en présence de Cd.
Cette augmentation de la teneur en sucres estlgesbent due a une surproduction de sucres
(polysaccharides) a la surface des cellules (myoog) se protéger de la toxicité du Cd. En
effet, les exopolysaccharides sont capables dairdtetement les métaux et donc de limiter
leur entrée dans les cellules. Ce type de mécanesheonnu comme une stratégie de
résistance bactérienne consistant a augmentemkitéele sites de fixation a la surface des
cellules et permettant de piéger les métaux enrdetho cytoplasme (Bhaskar and Bhosle,
2006). L'augmentation de la quantité de protéinassde milieu extracellulaire pourrait étre
le résultat de le production d’EPS libres produt fes cellules afin d’'inerter les métaux a
I'extérieur et ainsi limiter leur toxicité.

Les résultats obtenus montrent que conformémeat latdérature, les cellules de.
metallidurans CH34 se protégent de la toxicité des métaux en ameten place des
mécanismes d’efflux qui lui permettent de limites Iquantités de métaux intracellulaires
(Mergeay et al., 1987; Rozycki and Nies, 2008). c@onantE. coliK12Dh5a, les différences
observées entre les deux types d’exposition manégalement que les cellules actives sont
capables de limiter les quantités de métaux darsytieplasme, grace a des meécanismes
d’efflux mais aussi en limitant I'entrée des métalans la cellule par surproduction d’EPS,
qui agissent alors comme une barriére protectrice.

I11-4-3. Biosorption et distribution subcellulaire du zinc €& du
cadmium en meélange dans les cellules descherichia coli
K12Dh5e et Cupriavidus metalliduransCH34

Les résultats obtenus lors de cette étude condelmaimstribution du Cd et du Zn en
mélange ont montré qu’il ne semblait pas y avoieffét mélange particulier pouC.
metalliduransCH34. En effet on observe peu de différences suglantités de Cd et de Zn
bioaccumulés lorsqu’ils sont seuls ou en mélangep€&ut donc penser que la prise en charge
du Cd et du Zn par les cellules € metalliduransCH34 a lieu quelles que soient la
composition et les concentrations en métaux daesvifonnement cellulaire. De plus
I'absence de compétition entre le Zn et le Cd pesirsites de sorption pourrait indiquer que
les sites et/ou mécanismes de rétention du Cd mtepss les mémes que ceux du Zn. Le Cd
est probablement pris en charge par d’autres systé® transporteurs ch€z metallidurans
CH34, notamment ceux du magnésium, du calcium ahdnganése comme cela a déja été
décrit (Nies, 1999; Haferburg and Kothe, 2007),liegant ainsi les résultats obtenus sur les
distributions du Cd et du Zn en mélange lors déoétude. En revanche, avec des cellules
actives, les résultats montrent que la présenc&nddiminue les quantités totales de Cd
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bioaccumulé, ainsi que les quantités sorbées aumbmames et internalisées. Inversement, la
présence de Cd diminue la bioaccumulation du Zncenditions de mélange. Ces
observations confirment les résultats observés dess suivis de croissance des cellules en
présence de métaux qui montrent que les cellule€.deetalliduransCH34 ne sont pas
affectées par la présence des métaux, qu'’ils seerns ou en mélange.

ConcernantE. coli K12Dh5x, on note une meilleure croissance des cellules en
présence du mélange Zn et Cd qu'avec le Cd sedMLihdiquant un effet de la présence du
Zn sur la détoxification du Cd par les cellulesedesoli K12Dh5o. Les résultats obtenus pour
E. coli K12Dh5n peuvent s’expliquer par un effet de compétition@hli pour les sites de
sorption du Zn sur les membranes cellulaires massiadans le cytoplasme puisque le Cd
utilise les mémes transporteurs dtiecoli K12Dh5o (Laddaga and Silver, 1985; Smiejan et
al., 2003). En effet, comme décrit dans le chapjtle métabolisme bactérien du Zn et du Cd
est trés proche. Il a été montré que diegolile Cd rentre dans la cellule via les systemes de
transport du Zn (Laddaga and Silver, 1985; Had.etLl899) De plus, ces deux métaux sont
détoxifiés par des systemes de transporteurs glergj notamment le systémed (Nies,
1999, 2003) Un effet synergique de la présence du Zn sur litidocdes systémes de
résistance et donc de détoxification du Cd est di@scprobable.

Il existe peu d'études sur la bioaccumulation delanges de métaux par les
microorganismes. Tunali et al. (2006) ont montrée ginez Bacillus sp, il existe une
compétition entre le Pb et le Cu qui entraine umeérdition des quantités de métal biosorbées
en conditions de mélange. De méme Li et al. (2004) montré que les capacités de
biosorption du Cd et du Pb par un champignBhanerochaete chrysosporiungtaient
diminuées en conditions de mélange. Plette etl8P&) ont montré que la présence de Zn
dans la solution réduit d’'un facteur 3 a 4 la sorptdu Cd sur les cellules dghodoccocus
erythropolisA177. Choi and Park (2005) ont montré que la bioson du nickel, qui est
généralement faible, est fortement diminuée enemess d'autres métaux (U, Pb, Cd et Zn).
D’aprés les auteurs, ce résultat suggere que eenaétaux peuvent présenter une reéduction
significative de leur assimilation en présence dautre métal, tandis que la capacité
d'assimilation du second élément (le co-ion) nfest significativement affectée, comme
observé lors de notre étude aveccoli K12Dh%u. Acikel and Alp (2009) ont montré que
chez le champignoRRhizopus delemaii] existe une compétition entre le Ni et le Cu qui
entrainait une diminution des quantités de métabdrbés en conditions de mélange par
rapport aux mono expositions. La raison la plusdog a ce résultat est la compétition entre
les deux métaux pour la complexation et la sorptomi sites de surface et/ou pour la
bioaccumulation intracellulaire (Acikel and Alp,@@). Bien que les quantités de Cu et de Ni
bioaccumulés soient diminuées en conditions demgél@omparé aux mono expositions, les
auteurs ont noté, comme lors de notre étude, quedatité totale de métal bioaccumulée,
c'est-a-dire la somme de Cu et Ni, étaient sup&riaux quantités de métal bioaccumulées
avec chague métal seul. Dans ce cas I'effet comthinéli et du Cu est plutét synergique
(Acikel and Alp, 2009). Une explication possibleldesynergie observée est qu’il peut exister
des sites de sorption a la surface des cellulesanti spécifiques d’'un métal et pour lesquels
il Ny a pas de compétition (Acikel and Alp, 2009).

A notre connaissance, il n’existe pas de canauxatsport spécifique pour le Cd chez
les bactéries. L'entrée du Cd dans la cellule galémc par les canaux non spécifiques ou par
les transporteurs de métaux essentiels comme IEZ,nVig ou Mn (Nies, 1999). La présence
« d’'ions compétiteurs » dans le milieu devrait damminuer la bioaccumulation de métal
toxique (Slaveykova et al., 2009). Les résultateiolrs pouE. coli K12Dh5 sont en accord
avec cette hypothese. Par extraction chimique BTA, Slaveykova et al. (2009) ont montré
que chezSinorhizobium melilotil N’y a pas de différence significative de |'adstion
membranaire du Cd en présence ou en absence deErZmevanche I'accumulation
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intracellulaire du Cd est fortement diminuée erspn&e de Zn, les auteurs ont noté 3.5 fois
moins d’accumulation de Cd pour une augmentationl@dois en Zn et 20 fois moins
d’accumulation pour une augmentation de 100 foiZenNos résultats sont en accord avec
ces observations pol. coli K12Dh5a. « L'effet compétition » est fortement dépendags d
ions compétiteurs. Dans leur étude, I'accumulaindracellulaire du Cd est fortement limitée
par la présence de Zn ou Ca, faiblement limitédapprésence de Mn et pas du tout modifiée
par la présence de Mg. Concernant I'adsorption mandire du Cd, ils ont observé une forte
diminution de la bioaccumulation du Cd sur les membs en présence de Ca, un faible effet
en présence de Mg et pas d'effet significatif eéspnce de Mn et Zn. Ces résultats suggerent
qgue le principal moyen d’entrée du Cd dans lesulesll deSinorhizobium melilotise fait
probablement via les transporteurs de Ca et Zn.ej@miet al. (2003) ont montré une
inhibition de I'accumulation du Cd en présence de ¢hez la bactéricRhodospirillum
rubrum, et inversement une augmentation de I'accumulatioi€d en présence de cuivre et
de manganese. Laddaga and Silver (1985) ont maynuteé chezE. coli, le zinc est un
inhibiteur de I'incorporation du Cd, comme obsedahns notre étude. Ces résultats indiquent
que chezE. coli le cadmium est activement accumulé par les systataeransporteurs du
zinc (Laddaga and Silver, 1985) et confirment diesirésultats obtenus lors de cette étude.

[11-5. Conclusion

Les travaux présentés dans ce chapitre ont permisatider notre protocole de
fractionnement physique de cellules bactériennes pétude de la distribution subcellulaire
des métaux chez les bactéries. En effet les difféseconditions testées sont conformes aux
données obtenues par des techniques classiquéle(mes de sorption par exemple) et
valident les hypothéses formulées.

Cette étude montre que les cellules inactives aes dactéries modéles a Gram
négatif sont capables de bioaccumuler des quaintifgsrtantes de Cd et de Zn (jusqu’a 50%
du métal présent en solution). Nos résultats mohte maniére étonnante que cette
bioaccumulation se fait surtout au niveau intradaite pour les deux bactéries, en désaccord
avec les concepts classique de biosorption memibeandes meétaux. Le compartiment
membranaire semble jouer un réle mineur dans lactiomulation et peut donc étre considéré
comme une simple porte d’acces des métaux au egmg. On a également observé que les
deux bactéries interagissent differemment aveaésx métaux modele§;. metallidurans
CH34 semblant bioaccumuler de plus grandes quarttééCd et de Zn en conditions passives
d’exposition par rapport &. coliK12DH5c.

L'une des originalités de ce travail a été de campbeffet de I'état physiologique
des cellules sur la distribution subcellulaire destaux. Lorsque les cellules se développent
activement en présence de métaux, elles sont eapalel les prendre en charge pour se
protéger en activant des mécanismes de résistapguifigues. Les deux types de cellules
étudiées lors de cette étude présentent des mewmide détoxification du Cd et du Zn
proches. En effet, il apparait que les deux batésont capables de limiter 'accumulation de
métaux intracellulaires soit par des mécanismeffluke bien connus cheZ. metallidurans
CH34, soit par des mécanismes de sequestration ldamdieu extracellulaire sous forme
dissoute ou complexée a des polymeéres, synthgtaéles cellules en réponse a la présence
des métaux. En terme de bioremédiation, on note pue ces deux bactéries, des cellules
inactivées semblent plus efficaces pour la biogamptde métaux que des souches
métaboliguement actives, capables de limiter ladgamulation des métaux.

Une autre originalité de cette étude a été d’étuldi présence d’'un métal compétiteur
sur la distribution subcellulaire des métaux. L&suftats ont montré que la bioaccumulation
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du Cd et du Zn par les cellules @e metalliduransCH34 n’est pas significativement affectée
par la présence de métal compétiteur quelles geatdes conditions d’expositions (passives
ou actives). Ces résultats indiquent que les mésabes du Cd et du Zn sont différents chez
C. metalliduransCH34 et que les concentrations étudiées ne sansyifisamment élevées
pour produire des effets croisés. Chez cette bactarrégulation du Cd se fait principalement
par les transporteurs de Ca, Mg et/ou Mn. (Nie®91Haferburg and Kothe, 2007) et
explique qu’il n’y ait pas d’effet antagoniste ownsrgique entre le Cd et le Zn sur leur
sorption et leur assimilation intracellulaire ennditions de mélange. En revanche, la
bioaccumulation du Cd par les cellulesElecoli K12DH5a s’est avéré fortement affectée par
la présence de Zn dans le milieu. Ceci se caraatérpar une forte diminution des quantités
de Cd sorbées aux membranes et internalisées, Ipsudeux conditions d’expositions
(cellules actives / inactives), et inversement l&spnce de Cd diminue fortement la
bioaccumulation de Zn en conditions de mélange. @ssultats indiqguent que les
métabolismes du Cd et du Zn chHezcoli K12DH5a sont fortement liés comme déja décrit
dans la littérature (Laddaga and Silver, 1985). d&s ces résultats montrent que d’'une
maniére générale, la présence de métal compétigatraine une diminution de la
bioaccumulation par rapport & une mono expositimiquant un effet antagoniste du co-ion.
En mélange, la quantité totale de métaux biosodstssupérieure a la quantité totale de
meétaux bioaccumulés en mono-exposition, indiquanefiiet synergique du meélange sur les
quantités de métaux bioaccumulés (Acikel and AGDD.

Nos résultats montrent donc que la réactivité lshatéries a Gram négatif avec les
meétaux dépend beaucoup de leur état physiologagetd, ou inactif, de la nature et de la
concentration des métaux, ainsi que de la présefioas compétiteurs. On peut donc
s’attendre a ce que les conditions du milieu cdéetitdfortement la biosorption des métaux
par les bactéries, via des processus de compétifdimité pour les sites réactifs) ou de
resistance active (efflux et inertage externe).
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IV-1 Introduction

IV-1. Introduction

Le transport et la rétention des bactéries danslksux poreux sont des phénomenes
complexes et d'un intérét significatif dans un det protection des eaux de surface des
bactéries pathogenes et également pour améliag@réeédés de bioremédiation (Ginn et al.,
2002; Redman et al., 2004; Kim et al., 2009). paait donc important de mieux comprendre
les mécanismes de transport des bactéries. Beaudeupravaux se sont intéressés
principalement aux facteurs physicochimiques gflu@ncent le transport des bactéries mais
il existe encore peu de connaissances concernafidénce des facteurs biologiques (Fontes
et al.,, 1991; Bradford et Bettahar, 2006; ParK.e£810). En effet, comme pour les colloides
inorganiques, le transport et le dépo6t des bastéiaas les milieux poreux sont influencés par
les propriétés propres au milieu poreux telleslguaharge de surface, la taille et la forme des
grains. La chimie de la solution joue aussi un mi&pondérant, notamment par le pH et la
force ionique. Plusieurs études ont pu montrer lgugansport et la rétention des cellules
bactériennes étaient également influencés par alestéristiques propres aux cellules telles
gue la géométrie des cellules, leur charge de arfa motilité cellulaire, la présence de
polyméres ou I'hydrophobie de surface.

Les principaux facteurs qui affectent la rétenti@nbactéries dans les milieux poreux
sont le straining et les phénoménes d’adsorption letéries sur la matrice (Ginn et al.,
2002). Le straining correspond a la rétention piysides bactéries lorsque les pores sont de
plus petites tailles que les bactéries. Ce mécanissh contrélé principalement par la taille
des grains de la matrice, la forme et la taille ldastéries et les propriétés hydrauliques du
systéme (Stevik et al., 2004). L'adsorption estmécanisme majeur de la rétention des
bactéries quand les pores sont plus grands quelleges. C’est un processus en 2 étapes. On
observe tout d’abord une adsorption réversibleaildd interaction avec la matrice (dans le
second minimum d’énergie), suivi d’'une adsorptioréviersible a la matrice, également
appelé adhésion, impliquant de fortes énergiesaitohs (Stevik et al., 2004). L'adsorption
est influencée par des facteurs physiques (milieteyx, présence de matiére organique,
température et vitesse du fluide), chimiques (folmaique, valence des ions et pH) et
biologiques (hydrophobicie, chimiotaxie, charge darface, constituants de surface,
concentration cellulaire).

La charge de surface des cellules estimée par tenfiel zé€ta est généralement
corrélée avec les taux de rétention. Les cellidelus électronégatives sont moins retenues
(Sharma et al., 1985; Haznedaroglu et al., 200Qutites facteurs tels que le type cellulaire,
les interactions hydrophobes et la compositionadsuirface (présence de LPS, EPS...) sont
également reconnus pour influencer le transportbdeteries (Redman et al., 2004). Malgré
toutes ces études les mécanismes qui gouvernérgnigport des bactéries ne sont toujours
pas bien compris car rendus complexes par le tatlgs propriétés biologiques sont souvent
dépendantes des propriétés physicochimiques deureli nécessitent alors une étude au cas
par cas.

Dans les systemes naturels, les cellules et laiceabnt généralement des surfaces
négativement chargées ce qui, d’'aprés la théorig¢Iconduit a des forces répulsives.
Malgré ces conditions défavorables au dépét, plusiétudes montrent que les bactéries sont
souvent retenues. Certains chercheurs expliguenplténomenes par des hétérogénéités de
surface des grains de la matrice (Truesdail e1888). Meinders (1995) suggere que le dépbt
des cellules bactériennes se fait dans le secomighonin d’énergie. En effet bien qu’uniforme
en taille, les grains de sable présentent des dug&@éités chimiques qui influencent la
rétention des bactéries en créant des régions dbles a I'adhésion (Meinders, 1995).

Torkzaban et al. (2008) ont également montré l'itgpuce de la géométrie du milieu poreux
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pour expliquer les phénomenes de rétention bant@&ieAu sein du milieu il existe des zones
immobiles ou les flux d’eau sont nuls et ou lestéaes peuvent alors se retrouver piégées.
La force ionique et le pH de la solution sont égeet connus pour affecter fortement la
mobilité des bactéries. Enfin, des recherches tésamt montré que ces approches classiques
basées sur la théorie DLVO ne sont pas toujourdesjpour prédire les interactions entre les
bactéries et la matrice a cause de la présenceodeh& de polyméres complexes qui
s’étendent dans la solution. Selon la force ionjdagrésence de substances polymériques
peut en effet modifier 'adhésion des cellules pderactions électrostatiques (Kim et al.,
2009).

Un autre facteur important et relativement peu iétedt la prise en compte de I'effet
de la concentration cellulaire. Peu d’études seistéressées a l'effet de la concentration des
bactéries sur leur transport alors qu’il a été meoqgtie ce facteur peut fortement influencer le
transport des colloides (Camesano et Logan, 19881e8ano, 1999; Guiné, 2006; Bradford
et al., 2009; Haznedaroglu et al., 2009; Janseal.,e2010). On considére qu’il existe 2 cas
possibles : soit 'augmentation de la concentragotraine une augmentation de la rétention
des colloides (effet ripening), soit a I'inversauggmentation de la concentration entraine une
diminution de la rétention (effet blocking). Plusie études ont montré que I'augmentation de
la concentration de bactéries injectées entraieediminution de la rétention (Camesano et
Logan, 1998; Guiné, 2006; Haznedaroglu et al., 20@8sen et al., 2010). Haznedaroglu et
al. (2009) ont étudié l'effet de la concentraticaildaire sur le transport de deux bactéries.
Les auteurs n'ont pas observé d'effet concentraéintte 5 10 et 10 cellules.mL*. En
revanche, pour une concentration initiale de® t@llules.mL}, ils ont observé une
augmentation du bilan de masse (environ 20%) pesidéux souches. Ces résultats peuvent
s’expliquer par un effet blocking, bien que ce nmésme soit non cohérent avec les formes de
courbes de percée obtenues. Les auteurs ont alpgére des phénomenes de collisions entre
les cellules qui remobilisent les bactéries faildatretenues. En revanche il existe peu
d’études qui ont montré une augmentation de lantiéie avec l'augmentation de la
concentration initiale de cellules injectées. Pagngple, Camesano and Logan (1998) ont
observé un effet ripening chez une bactérie etisalavec sa motilité.

Enfin, trés peu d’études, seulement 2 a notre desaace, se sont intéressées a I'effet
de la présence de plusieurs types de bactérieqy Poal. (2002) ont réalisé des études de
transport de mélange de deux bactéries et ont gante la présence des deux souches
entrainait une augmentation de leur dép6t par rappocas ou elles étaient seules. Stumpp et
al. (2011) ont étudié les effets de mélange aveis souches bactériennes. Les résultats
montrent que l'effet mélange est dépendant de leehsn En effetBurkholderia cepacia
G4PRL1 ne s’est pas avéreée influencée par la prestagtres bactéries, alors que la présence
d’autres bactéries entraine une augmentation détdée cellule deKlebsiella oxytoca
Inversement, la présence d’autres bactéries eattie diminution du dépoét de cellules de
Pseudomonas.sp

Dans ce chapitre, nous avons étudié le transpariddax bactéries modeles & Gram
négatif dans le sable d’Hostun HN34, milieu poreetativement simple composé a plus de
98% de silice, afin de caractériser les mécanisteesansport des cellules bactériennes dans
la matrice avant d’étudier le transport facilitésdmétaux par les bactéries. Toutes les
expériences ont été réalisées dans des conditiysécpchimiques constantes, a pH 6 et dans
de I'eau distillée, afin de comparer I'effet destérs biologiques entre les deux cellules.
Nous nous sommes placés dans des conditions aellates bactériennes et la matrice sont
chargées négativement, conditions théoriquemeravdédbles aux interactions des cellules
avec la matrice. L'originalité de ce travail résidans I'utilisation de la cytométrie en flux
pour I'énumération des bactéries, notamment adadaincentration, dans les effluents de
colonne. Cette technique analytique puissante aqaesmis d’étudier d’'une part I'effet de la
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concentration cellulaire sur le transport bactérearec des gammes de concentration étalées
et d’autre part le transport de bactéries en méamgcolonne de sable naturel réactif.

V-2, Matériel et méthodes

IV-2-1. Les bactéries modeles

Les deux bactéries modéles utilisées pour I'étddetransfert réactif de cellules
bactériennes soi@upriavidus metalliduran€H34 etEscherichia colK12DH5a. Au vu des
fortes capacités de résistance aux métaux lourds deetalliduransCH34, cette bactérie est
un bon candidat pour des tests de bioremédiatsrsdls pollués aux métaux lour#s.coli
K12DH50 est un bon témoin, de part sa plus forte seitgitdux métaux lourds et par ses
facilités de culture.

IV-2-2. Le milieu poreux modéle : le sable d’Hostun HN34

Le milieu poreux utilisé pour cette étude est lelsa’Hostun de qualité HN34 fourni
par la société SIKA (Sifrako). Les caractéristigieshniques complétes du sable d’Hostun
(données du fournisseur) sont présentées en Arfhexe

IV-2-2-1. Propriétés chimiques du sable d’'Hostun

D’apres la fiche technique du fournisseur, ce esadt composé a plus de 98% de
silice, les 2% restant étant des oxydes métalliiebleau 1V-1). De plus le fournisseur
indique une perte au feu a 1000°C de 0.15%. Deysasaeffectuées au laboratoire a 500°C
ont montré une perte au feu de l'ordre de 0.180:02. Ce pourcentage est supposé
correspondre a la teneur massique en matiere opgani

Tableau IV-1: Composition chimique du sable d'Hosta HN34.

SiO, > 98%

FE,O; < 0.15%
AlL,O; <1.0%
K,O <0.7%
CaO <0.1%

Le pH du sable commercial étant proche de 8, [iesaBté lavé pendant 48h dans une
solution d’acide nitrique (HN€) 1M puis rincé dans de I'eau distillée a plusieteprises
jusqu’a obtenir un pH final proche de 6 pour cquoeslre au pH utilisé lors des expériences
présentées dans les chapitres Il et Ill.
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IV-2-3. Méthodes analytiques pour la quantification des baéries
dans les effluents de colonne

IV-2-3-1. Mesure de la densité optique a 600nm

Les effluents de colonne sont systématiquementysésl en spectrophotométrie
optique a une longueur d’onde de 600nm comme pr&skams le chapitre IlI.

IV-2-3-2. Quantification par cytométrie en flux

Comme vu précédemment, dans le chapitre lll, Issltgts de mesures de concentrations
cellulaires obtenues par cytométrie sont bien t&sré ceux obtenus par les techniques de
dénombrement indirect par culture. Nous avons ddmaisi d'utiliser la CMF pour la
détection des bactéries en sortie de colonne.drétde ce type d’analyse pour le suivi du
transfert de bactéries en colonne est de pouveécts les cellules bactériennes modeéles par
fluorescence, exprimée de maniére constitutive (gfp yfp) ou par [l'utilisation de
fluorochromes exogenes réagissant spécifiqguemeatIZADN :

* Nous avons testé au laboratoire une souchdc.deoli K12DH50 génétiguement
modifiée et portant le plasmide GFP (Green FluaesProtein) ou le plasmide YFP.
(Yellow Fluorescent Protein). Des tests prélimieainous ont permis de choisir la
souche portant le gene YFP comme modele, car fegudurs d’'onde de la protéine
yfp permettent une détection optimale des cellalescytometre (sur le mode FL1)
contrairement a la protéine gfp.

* Nous avons ensuite essayé de transformer la ba€émetalliduransCH34 avec le
plasmide yfp mais sans succes. Nous avons dordiltéapar la suite avec des cellules
de C. metalliduransCH34 marquées avec un fluorochrome exogéne avaapres le
passage dans la colonne. Différents essais ontnétéés avec des fluorochromes
spécifiqgues des acides nucléiques :

Des tests ont été réalisés en utilisant les marque@YTO® 9 green et SYTO® 62 red
fluorescent nucleic acid stain » fourni par la égeinvitrogen. Ce sont des fluorochromes qui
se fixent sur les acides nucléiques. Les specté@miskion et d’excitation du Syto9 et du
Sytored62 sont détectables par le laser bleulasé&r rouge, respectivement, du cytometre C6
d’Accuri (Figure 1V-1). On peut les visualiser enode FL1 et FL4 du cytométre,
respectivement.
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Figure IV-1 : Spectres d'excitation (bleu) et d'énssion (rouge) du SYTO9 et du SYTOred 62 (données
invitrogen). Les barres représentent les longueurg’ondes caractéristiques du cytométre en flux C6 d’
Accuri.
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L’avantage du Sytored est qu'il est détecté sutager rouge du cytometre et ne
présente donc pas d’'interférence avec le laser, beegui permet de différencier facilement
les cellules marquées au Sytored de celles détaesésle laser bleu (marquage au SYTO9 ou
yfp), ce qui nous intéresse particulierement dansak de I'étude du transfert de bactéries en
mélange.

En pratique, des tests ont été réalisés en applides fluorochromes sur les cellules
bactériennes récoltées en sortie de colonne aws deulfexpérience de transfert. Dans ce cas,
1pl de fluorochrome de la solution commerciale @lul0 fois a été ajouté a 200ul
d’échantillon préalablement dilué a la concentratemuhaitée. Le mélange est placé 15
minutes a l'obscurité avant analyse. Des testségaiement été réalisés en colorant les
cellules bactériennes avec les fluorochromes deargssais de transfert en colonne. Dans ce
cas, apres culture en milieu LB, les cellules sénbltées par centrifugation (5000g, 10min)
puis rincées trois fois dans de l'eau distillées loellules sont alors mises en contact 15
minutes avec le fluorochrome: 50ul de fluorochratiteé 10 fois pour 40ml de culture a la
concentration souhaitée pour I'expérience. Lesesusipns sont alors rincées trois fois a I'eau
distillée afin d’éliminer I'exces de fluorochromarts la solution. Ensuite les expériences de
transfert se déroulent comme présenté ci-apressetdllules bactériennes sont énumérées
directement dans les effluents de colonne sartermant particulier.

IV-2-4. Etude en colonnes de laboratoire

IV-2-4-1. Principe des études de transfert en colonnes de lafatoire

L’'approche développée dans cette étude est unedmpde dynamique des systemes
basée sur l'utilisation de colonnes de laboratpgemettant I'étude monodimensionnelle du
transport de solutés ou de particules dans des itmorel physiques et chimiques
rigoureusement contrélées (volume et densité seéchenilieu poreux, débit d'injection,
teneur en eau, solutions d'injection,...). Le primcgxpérimental consiste en l'injection d’'un
signal (colloides, traceur, métaux...) selon une tioncd’entrée connue (dans notre cas un
créneau de concentration) dans une colonne remiplemilieu poreux, et ensuite a analyser
la réponse en sortie ou courbe de percée. Le sijeatrée est un créneau de soluté ou de
particules, de concentrationy €t de duré@t. La concentration de soluté en sortie de colonne
en fonction du temps est souvent appelée courbetid’® du soluté, ou courbe de percée. La
comparaison de la forme du signal de sortie etidoas d’'entrée, ainsi que lI'analyse des
temps de séjour et des bilans de masse, permentfidr et de quantifier les phénoménes
impliqués dans le transport et la rétention dutéodw des particules au cours de leur transfert
dans la matrice poreuse.

IV-2-4-2. Mise en place du dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est présenté sur la FEgW-2. Le remplissage du sable
dans les colonnes (Amersham Ltd., London, UK) sefar l'intermédiaire d'un tube de
métal muni de deux grilles de 2 mm a mailles pedpmraires, un écart constant est maintenu
entre la base du tube et le sommet du sable da tagarantir une énergie cinétique constante
des grains de sable et donc un remplissage homaggrteute la hauteur et la section de la
colonne (Martins & Mermoud 1998, 1999). Le régimermpanent d’écoulement d’eau est
installé avant le démarrage des expériences. Li¢ @gtbmaintenu constant grace a une pompe
péristaltique qui alimente en solution le bas deolanne. Cela permet de limiter le colmatage
des pores capillaires par des particules soumisegavité et le piégeage de bulles d’air. Le
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lavage du sable se fait au cours de la saturattadcolonne. En sortie de colonne, les
effluents sont recueillis avec un collecteur dectimms (Gilson 203). L’'analyse de ces
échantillons permet de tracer les courbes de patcde vérifier la constance du débit aprés
analyse. La détermination des volumes écoulés etollume poral se fait par pesée, en
supposant que la masse volumique des solutionséeje est celle de I'eau.

c/c,

Collecteur de
fractions

A

Analyses des éluants:
- Dosage des métaux

- Enumération cellulaire
- pH

- conductivité...

P
=
B
1

Sable I

Solution
injectée —>

|
Figure 1V-2: Schéma et photographie du dispositif mpérime-ntéi de transfert de bactéries et de métaugn

colonne de laboratoire.

S

Temps

Lors de cette étude les caractéristiques des ceforte sable d’Hostun ont été
maintenues constantes dans la mesure du possible :

- diametre des colonnes : 2,6 cm ;

- hauteur de sable : 15,0£0,3cm;

— volume de la colonne : 79,6 + 2,7 tm

- masse de sable: 120+ 2g;

— masse volumique apparente séche : 1,54 + 0,04% cm
- porosité: 0,42+0,2;

— volume poral (saturation) : 33 =2 ml

—  débit d’alimentation®) : 10,0 + 0,5 ml H

—  vitesse d’écoulement): 5,0 £ 0,3 cm Hi
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Afin d’éviter les problemes liés au passage répietésolutés ou particules dans une
méme colonne (historique des injections, réteniticaversible...), il a été décidé de préparer
systématiquement une colonne par essai. Cette @dpprermet d’obtenir des résultats non
affectés par I'historique de passage de diverst&®lau particules qui peuvent étre retenus
dans la colonne et modifier par la suite leur cortgyoent. Les expériences décrites dans le
Chapitre V et menées avec les polluants métalligge®nt réalisées dans les mémes
conditions que pour I'étude du transfert des cdésibactériens.

IV-2-4-3. Profils de rétention des cellules bactériennes das colonne

En plus de l'analyse des courbes d’élution, on rdétee les quantités de cellules
retenues dans la colonne en fin d’expérience. Pela; le sable est extrait de la colonne puis
découpé en 7 tranches d’environ 2 centimétres. @hagction est ensuite broyée 2 fois
pendant 20 secondes au Waring blender dans 50 pdudstérile. Le surnageant est mis a
décanter, prélevé puis dilué afin de procéder démombrement bactérien sur boite de Petri
ou en microscopie a épifluorescence (paragrapke-3). La quantité de cellules extraites est
rapportée a la quantité de sable dans chaquedinagtiles profils de rétention sont exprimés
en nombre de cellules par gramme de sable semetido de la profondeur dans la colonne
(cm).

IV-2-4-4. Etude des caractéristiques du transport de bactérie par

modélisation inverse

Afin de modéliser le transfert réactif des cellubectériennes, nous avons utilisé le
logiciel STANMOD (STudio of ANalitical MODels) qua été développé par une équipe de
'US Salinity Laboratory (Simunek et al., 1999).sllagit d’'un logiciel gratuit qui inclut la
version 2.0 de CXTFIT (Toride et al.,, 1999). Il pose une solution analytique mono
dimensionnelle de I'équation de convection-dismergiour certaines conditions. STANMOD
utilise I'algorithme de Marquardt-Levenberg (Margita 1963) pour effectuer la résolution
inverse. Le code CXTFIT calcule une solution anabg de I'équation de transport
convection dispersion (CDE) avec éventuellement tiemes de dépodts réversible et
irréversible linéaire. Ainsi, a partir de I'équatide convection dispersion, on peut prendre en
compte ces deux types d’interactions en introduisi@s termes d’adsorption réversible et
irréversible, on obtient ainsi, le modele suivant :

2
acacI - D a Caq _ q acaq _ al:rev al:irr

ot 02 6 o0z ot ot Eq. V-1

avecCyq (UFC L) : la concentration de cellules en phase aqueDs@.? T7) : le coefficient
de dispersion hydrodynamiquey;(L T?) : la vitesse de Darcy & la teneur volumique en
eau ; Fre la fraction réversible d’adsorption des celluleésFg la fraction irréversible de
fixation des cellules.

La fraction réversible correspond a une cinétigadsbrption du 1 ordre de type Langmuir :

oF . KC,
= {S — - Sj Eq. IV-2

ot "1+ KC,,
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avec Snax (UFC LY : la capacité maximale d’adsorption des celldestériennes sur la
matrice poreuseK (L® UFCY) le coefficient d’adsorption des cellules sur latrite poreuse

et relié & I'énergie d'interaction avec les surfap8 (UFC.L®) la concentration de cellules
sorbées sur la matrice poreuseaetun coefficient de dimension ALT™") qui prend en

considération la cinétique de réaction d’adsorption

La fraction irréversible correspond a un terme alessommation d’ordre O :
al:irr
ot

avec u (UFC BT?) : une constante représentant a la fois la dispartes
cellules et/ou leur fixation irréversible sur latni@e poreuse ; il s’agit du nombre de cellules
sorbées sur la matrice solide par volume d’eaareps écoulés.

Pour cette étude, le logiciel STANMOD a été utilesé résolution inverse afin de
déterminer différents parameétres de nos expérienioed notamment le facteur de retard, le
coefficient de dispersion ainsi que le bilan de sea#\ partir de nos données expérimentales,
le logiciel trace la courbe qui correspond le mriaunos données en se basant sur I'équation
de convection-dispersion. On peut ainsi détermiesrvaleurs des parametres de transfert
aprées ajustement de nos courbes expérimentales.

=M Eq. V-3

IV-2-5. Théorie de I'étude du transport de solutés en colores de
laboratoire

De maniere classique on définit les caractérisigguavantes (Gaudet et Vauclin, 2005;
Martins, 2008):

* Le volume total de la colonnér.
m

S

e La masse volumique du milieupd - V. Eq. IV-4
T

ou m est la masse de sable introduit dans la colonne.

La porosité de la matrice, n, correspond au voltetetif de vide dans le milieu poreux sec :

n=1-£¢
Ps

ou ps est la masse volumique du solide constituant Ieemiporeux(pourle sable d’Hostun
ps= 2.65kg.m>, donnée du fournisseur).

Eq. IV-5

* Le volume de por&/p est le volume de vide cumulé dans le milieu poreex Il est
calculé en pratique & partir de la porosité

Ve =nV; Eq. IV-6

* Le volume d’eau dans la colonné.,, est mesuré expérimentalement par pesée de la
colonne avant et apres saturation en eau. Lorggoeldnne est totalement saturée en

eau, on a alors Veau - Vp
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* Lateneur en eau volumiqug, correspond au volume d’eau dans la colonne dpasée

9 —_ Veau
le volume total de la colonne : - Eq. IV-7
V.
.

» Si la colonne est parfaitement saturée, la tenaueaa est égale a la porosité. En
pratique ce n’est jamais le cas, on calcule alordagré de saturation

6
Sk = N Eq. IV-8

* La loi de Darcy décrit I'écoulement de I'eau dams milieu poreux a I'échelle de
I'élément de volume représentatif ou EVR. A cetthadle, on considere que le fluide
s’écoule dans tout le milieu continu a une vitdestere appelée vitesse de Daray,

On la distingue de la vitesse de pore qui esttesse moyenne de I'eau dans I'espace
poral (phase liquide du milieu poreux saturé).

La vitesse de Darcy représente une densité devidimique, qui fait intervenir le
débit volumique d'eal, et la surface totale de la section du milieu pereonsidéré,

S
Q

q= g (m.s-1) Eq. IV-9

Il s’agit d’'une vitesse fictive, puisqu'elle suppague toute la surface (y compris les
grains solides) participe a I'écoulement. En faau ne s'écoule qu'a travers les pores du
milieu (le volume dans lequel s'effectue I'écoulptmest le volume poral occupé par Il'eau,
Ve). Une définition de la vitesse d'écoulement mogedans les pores, est le rapport entre
la vitesse de Darcy et la teneur en eau effectives de processus d'écoulement.

V= i 1
8 (m.s?) Eq. IV-10
eff
* Le temps de séjoursicorrespond au temps de parcours moyen d'une mnielélu
soluté ou d’'une particule dans la colonne. Le temipsséjour pour un soluté non
réactif est

T, =— Eq. IV-11

avec L la longueur de la colonnevdt vitesse de pore du soluté.

Dans cette étude, le signal d’entrée sera toujonrsréneau (de suspension bactérienne,
de solution métallique ou de traceur) de longuituet de concentratio ; la courbe de
percée de I'élément considéré représente I'évaiutie la concentration de cet élément en
phase liquide en fonction du temgXt). Afin de comparer les courbes entre elles et
d’identifier les mécanismes de transfert, les cesirde percée sont présentées sous forme
adimensionnelle :
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C _ ¢ V
C, - v, Eq. IV-12

avecV le volume de solution écoulée\gtle volume d’eau dans la colonne.

IV-2-5-1. Analyse des courbes de percée : méthode des moments

L’analyse de la courbe de percée permet d’identdestains mécanismes impliqués
dans le transport des bactéries ou des métaux Idamslieu poreux étudié. Des tracages
préalables (traceur de I'écoulement de l'eau:) Permettent de définir les propriétés
hydrodynamiques du milieu poreux, qui correspondemtfonctions de transfert de I'eau.

La courbe de percée peut étre analysée a partmdesents temporels d’ordre N.

Le moment d’ordre O (ly) est proportionnel & la masse. Dans le cas d’@neau d’entrée de
concentration get de duréét, il est égal a

MO (entrée) = _[C-dt = COt Eq. IV-13
0

Il permet de calculer le bilan de masse, BM, rekati soluté ou a la particule a partir de la
courbe de percée

BM = MO (sortie) / MO (entrée) Eq. IV-14

SiBM =1 alors il y a conservation du soluté introdoéla correspond, par exemple, au signal
d’'un bon traceur de I'écoulement de I'eau ou amsi@t d’'un soluté n’engageant que des
réactions entierement réversibles. BV < 1 alors on en déduit que le soluté subit des
interactions irréversibles avec le solide ou desidformations (dégradation chimique ou
biologique, volatilisation, consommation...).

Le temps de séjour d’'un soluté peut étre obterarir plu moment réduit d’ordre 1 :
TS = E(sortie) — E(entrée) Eq. IV-15
ou E= &
0
Le rapport des temps de séjour du soluté et da peamet de calculer le facteur de retard du
soluté :

R =TS (soluté) / TS (eau) Eq. IV-16

Si R =1 alors le soluté se comporte comme un tracedtédeulement. SR < 1 alors le
soluté s’écoule plus vite que les molécules d’eaela peut indiquer par exemple un
phénomene d’exclusion anionique, c'est-a-dire quevdlume « visité » par le soluté est
inférieur au volume de pore. 8> 1 alors le soluté (ou la particule) subit degrnattions
avec la matrice poreuse qui le ralentissent pgrad@ux molécules d’eau. On parle alors de
liaisons réversibles avec le milieu.
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|V-3. Résultats

IVV-3-1. Caractérisation du sable d’Hostun

IV-3-1-1. Taille et forme des grains

La granulométrie du sable d’'Hostun a été mesurégramulométrie laser (Master sizer
2000, Malvern Instruments) et les résultats sogsgmtés sur la Figure IV-3. Le diamétre
meédian du sable {g) est égal a 285 um et le coefficient d’uniformité défini comme le
rapport d60/d10 est de 1,72. Ce coefficient étaférieur a 2, on peut donc considérer le
sable comme uniforme (Musy et Soutter, 1991).

100 >0
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10 100 1000
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Figure 1V-3: Granulométrie cumulée du sable d'Hostun HN34 aprées lavage a I'acide nitrique.

IV-3-1-2. Charge de surface du sable d’Hostun

La caractérisation de la charge de surface deagyd sable a été réalisée par la mesure
du potentiel zéta. Pour cela, 7 g de sable et 3@imau déionisée ont été mélangés dans un
flacon puis vigoureusement agités pendant 3 hel&ssuspension est ensuite laissée a
décanter pendant 6 jours et le potentiel zéta désides en suspension dans le surnageant est
mesuré avec un zetametre (NanoZS, Malvern Instrtshebe potentiel zéta est mesuré a
différents pH en commencant par la valeur a I'éorel (8.5) et en allant vers les pH acides en
ajoutant de petits volumes de HCI a 0.1M par uredit automatique (Autotitrator mpt-2,
Malvern Instruments). Avec cette méthode, seulliemtiel zE&ta des particules fines du sable
est mesuré. On note que pour le pH d’étude, lenpietezéta est d’environ -20 mV.
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Figure IV-4: Evolution du potentiel z&ta des partiazles fines du sable d’Hostun avec le pH mesuré aven
zetametre (NanoZS, Malvern Instruments).

IV-3-2. Caractérisation des propriétés bio-physicochimiquesles
bactéries modéles

IV-3-2-1. Morphologie des cellules bactériennes

De nombreux tests ont été effectués par Guiné (2608 les deux souches
bactériennes afin de caractériser leurs morphadoglideurs propriétés de surface. Les deux
souches sont des bactéries a Gram négatif, en fdent&tonnetE. coli K12DH5a est plus
grande queC. metalliduransCH34 et possede donc une surface spécifique pibk fd.es
caractéristiques morphologiques des deux espeoepEsentées dans le Tableau 11-3.

IV-3-2-2. Analyse granulométrique des deux bactéries modeles

La granulométrie des deux bactéries a été mesurégramulométrie laser (Master
sizer 2000, Malvern Instruments), aprés rincage aliles et suspension dans de I'eau
distillée. Les résultats présentés sur la Figur® [bnfirment la plus grande taille & coli
K12DH5u (d50 = 1.4 um) par rapportG metalliduransCH34 (d50 = 1.2 um). On remarque
que le diametre hydrodynamique moyen des cellide®atefois relativement proche.
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Figure IV-5 : Distribution de taille des cellules & Cupriavidus metalliduransCH34 et de Escherichia coli
K12DH5e dans de I'eau distillée en granulométrie laser (Mstersizer 2000, Malvern).

IV-3-2-3.  Hydrophobie et potentiel zéta = f(pH)

Différents tests ont été menés par Guiné (2006),d& déterminer I'hydrophobie des
deux souches (test MATH, test d’adhésion au polgsy et test SAT). Les tests utilisés ont
permis de montrer que les cellules @emetalliduransCH34 et deE. coli K12DH5x sont
plutét hydrophiles et présentent peu de différempoes cette propriété.

Les potentiels de charge de surface de particidesont pas mesurables directement.
lIs sont soit modélisés soit approximés par la medu potentiel Zéta (en mV) qui renseigne
sur l'importance de la répulsion ou de l'attraciéorre les particules. A pH 6 et dans I'eau
déminéraliséeC. metalliduransCH34 posséde un potentiel Zéta d’environ -10 m\fsatjue
pourE. coliK12DH5u il est d’environ -50 mV (Figure 1V-6).
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Figure IV-6: Potentiel z&ta deCupriavidus metalliduransCH34 (en bleu) etEscherichia coliK12DH5a. (en
vert) a pH 6 et a différentes forces ioniques (d'ags Guiné, 2006).
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IV-3-2-4. Calcul des profils énergétiques d’interaction entrele sable
d’Hostun et les bactéries modéles

A partir des valeurs de potentiels zéta mesurés lgosable d’Hostun et les cellules
bactériennes, les profils d'énergie d'interactiotrecles deux bactéries modeles et le sable
d'Hostun ont été calculés par le modéle DLVO awebtedu distillée (Figure IV-7).
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Figure IV-7 : Profils d'énergie d'interaction entre les deux bactéries modéles et le sable d'Hostun@aés
par le modéle DLVO avec de I'eau distillée (Constaa de Hamacker 6.5 16" J).

Pour les deux bactéries on remarque une barriéredjie d’interaction dont la
hauteur est plus importante pod. coli K12DH5x en accord avec sa plus forte
électronégativité. On remarque qu’il existe un mimm secondaire d’énergie plus important
pourC. metalliduransCH34 (vers 350 nm) par rapporEacoli K12DH5a.

IV-3-3. Application de la cytométrie en flux au dénombremen
des cellules bactériennes

Un des objectifs de ce travail étant d’étudierrensfert de cellules bactériennes en
mélange et a faible concentration, nous avions ibedane méthodologie permettant de
quantifier simultanément deux types de bactériesir Bela, nous avons choisi d'utiliser la
cytométrie en flux qui présente de nombreux avasadorte sensibilité, utilisation de la
fluorescence, automatisation, co(t faible...). L'apgtion de la cytométrie en flux au
déenombrement des cellules bactériennes en sorieldene a nécessité une longue mise au
point concernant la préparation des échantillonsiajue le paramétrage de I'appareil. En
effet c’est une technique qui est préférentielleiaetaptée aux grosses cellules et cela pose
donc des problemes quand on s’intéresse a desatdllules. Avant d’analyser les
échantillons, il est nécessaire d’optimiser lesages de I'appareil en adéquation avec le type
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de cellules et le type de marquage. Différentsmatees, tel que la dilution des échantillons
et le choix des seuils de détection, se sont avérpsrtants pour optimiser la qualité du
dénombrement des cellules bactériennes en sortieoldane. Concernant le choix de la
dilution et de la préparation des échantillonspdmbreux tests ont été réalisés afin d’étudier
I'effet de la concentration cellulaire des échdmis analysés sur les résultats donnés par le
cytomeétre. Au final une dilution permettant d’aveirtre 100 et 3000 cellules/pL s’est avérée
optimale comme le montre la Figure 1V-8. En eff@tla concentration cellulaire est trop
faible ou trop forte les cytogrammes sont diffimkent exploitables (effet du bruit de fond ou
saturation du signal). Enfin «l'effet concentrattoimplique que tous les échantillons d’un
méme essai, y compris la suspension cellulairgegtiion initiale, soient dilués par le méme
facteur, faute de quoi les résultats sont ensuffeilks a exploiter ou entachés d’erreurs
importantes comme montre la Figure 1V-8.
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Figure IV-8: Comparaison des courbes de percée de .Cmetallidurans CH34 obtenues en
spectrophotométrie (DQy) et cytométrie de flux a différentes concentratios cellulaires.

Le cytométre C6 utilisé dans cette étude présemeelimite de détection extrémement
basse et impose donc de travailler avec des smalytiques spécifiques. Un premier permet
de sélectionner les événements (particules oules)lw’une taille supérieure a ce seuil et
donc d’éliminer le bruit de fond correspondant deékris et au bruit électroniqubigynadié,
2006). Le second seuil est basé soit sur la fonmka eransparence des objets (SSC) mesureés,
soit sur leur fluorescence (FL). Comme nous avangdssibilité de travailler avec des
cellules marquées par fluorescence, le second skaisi est un seuil de fluorescence. Le
choix et le bon paramétrage de ces seuils permetteptimiser les résultats, qui sont ainsi
« fenétrés », le cytomeétre ne quantifie alors g dellules et n'est pas perturbé par des
événements étrangers, notamment le bruit de foneédsjuimportant si on ne prend pas en
compte ces seuils. Nous avons di optimiser cetsgsaur chaque souche bactérienne selon
les conditions suivantes :

— PourE. coli K12Dh%: YFP un seuil de 3000 sur FSC-H (taille) et un lsdai1500
sur FL1-H (laser bleu) s’avérent optimaux et petemgtde supprimer au maximum le bruit de
fond sans perdre d’informations sur les bactériadiées. L'utilisation des seuils déterminés
précédemment permet une bonne discrimination diéslesedeE. coli K12Dh%u lors des
analyses en CMF (Figure IV-9). On remarque quadeale fluorescence est bien déterminé et
gue la population bactérienne se distingue biebrdit de fond.
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Figure 1V-9: Exemple d’histogramme de fluorescencg¢FL1-H) et de cytogramme (SSC-H versus FSC-h)
obtenu sur le cytometre C6 d’Accuri pour la quantiication de Escherichia coli K12Dh5e YFP apres
optimisation analytiques.

— PourC. metalliduransCH34 marquée avec le fluorochrome SYTO9, un seuB000
sur FSC-H (taille) et un seuil de 1500 sur FL1-&k€@r bleu).

— PourC. metalliduransCH34 marquée avec le fluorochrome SYTOred 62 wil de
3000 sur FSC-H (taille) et un seuil de 3000 sur-F_4aser rouge).

Ces deux fluorochromes ont été utlisés séparémselon les conditions
expérimentales : le Syto9 pour les essais de #endéC. metalliduransCH34 seule et le
Sytored62 pour les essais de transfert de mélaegjeallules d€. metalliduransCH34 et de
E. coliK12Dh5.

IV-3-3-1. Quantification des cellules bactériennes en condiths de

mélange

Afin de tester la possibilité d’analyser un mélange cellules bactériennes en
cytométrie, des tests ont d’abord été effectuéartirle bactéries cultivées séparément puis
mélangées juste avant analyse. Dans ce cas, ladesedde E. coli K12Dh5 sont
préalablement rincées trois fois a I'eau distillees cellules d&. metalliduransCH34 sont
rincées trois fois a I'eau distillée puis mise emtact avec le Sytored 62 pendant 15 minutes
a lI'obscurité avant d’étre mélangées avec les leslideE. coli K12Dh5x a concentration
équivalente. Les mélanges de bactéries sont almb/s®s en cytométrie. Pour cela une
premiere série d’analyses est réalisée avec uh sauie laser bleu (FL1-H >1500) afin de
quantifier spécifiguement la population Becoli K12Dh5. Une seconde série d’analyses est
ensuite realisée sur les mémes échantillons mais an seuil sur le laser rouge (FL4-H >
2000) afin de quantifier spécifiguement les cefutleC. metalliduransCH34 marquées au
Sytored 62. Les cytogrammes et histogrammes obtemwytométrie sont présentés dans la
Figure IV-10.
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Figure IV-10: Exemples de cytogrammes et d’histogrmmes de fluorescence obtenus lors de la
quantification du mélange de cellules deéEscherichia coliK12Dh5a YFP et Cupriavidus metallidurans

CH34. En A, cytogramme et histogrammes bruts obtersisans seuil analytigue. En B, cytogramme et
histogrammes bruts obtenus avec un seuil placé sue laser bleu (FL1). En C, cytogramme et

histogrammes bruts obtenus avec un seuil placé sle laser rouge (FL4).

La Figure 1V-10 A montre un exemple de cytogrammat blu mélange obtenu sans
seuil analytiqgue au niveau de la fluorescence etawil uniguement sur la taille FSC-H. De
cette maniere les deux populations bactériennesonepas différentiables et on note que le
bruit de fond est important. Dans la Figure IV-10uB seuil a été placé sur le laser bleu
(FL1-H >1500) afin de ne détecter que la sougheoli K12Dh%. On observe ainsi aucune
fluorescence (a droite du seuil vertical) sur Isefarouge (FL4) et que les cellules @e
metallidurans CH34 marquées au Sytored 62 ne sont pas prisesommpte dans la
quantification. On peut donc dénombrer spécifiquantes cellules d&. coli K12Dh5. De
la méme maniere, dans la Figure 1V-10 C, un seéiléaplacé sur le laser rouge (FL4-H >
2000) afin de détecter spécifiqguement les celladlesC. metalliduransCH34 colorées au
Sytored 62. On voit que dans ce cas on n’a auduneekcence sur le laser bleu (FL1) et que
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les cellules deE. coli K12Dh5o ne sont pas prises en compte dans la quantificaGes
résultats montrent que I'utilisation du Sytored@g,par ses longueurs d’ondes d’émission et

d’excitation, nous permet bien de quantifier spgagment chaque population bactérienne en
mélange grace a leur fluorescence respective.

IV-3-4. Etude du transport des 2 bactéries modéles en coloa de
sable d’Hostun : mise au point méthodologique

Des tests de transport des bactéries modéles enneolde sable d’Hostun ont été
réalisés avec une concentration initiale d’injattamrrespondant a une g de 1, soit une
concentration cellulaire de 136t 4.16 UFC.mL* pourE. coli K12DHa et C. metallidurans

CH34, respectivement. Ces concentrations ont ébésiels pour des raisons de facilité de
quantification en routine en spectrophotométrie.

IV-3-4-1. Reproductibilité des essais de transfert des bactés

Les courbes de percée He coli K12Dh5o et deC. metallidurans CH34pour une

concentration d'injection de 10et de 4 18 UFC.mL! (DOgo=1), respectivement, sont
présentées sur la Figure 1V-11.
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Figure IV-11: Courbes d'élution tripliquées des cdlles de Escherichia coli K12DH5a (A) et de
Cupriavidus metalliduransCH34 (B) en colonne de sable d’Hostun.

On remarque que pour les deux bactéries les couripiiguées sont trés proches,
notamment sur le front montant indiquant une bomeproductibilité des essais. Les
différences concernant le front descendant desbesutte percée sont simplement dues a des
différences de volume de cellules injectées. Lémnbide masse des cellules en sortie de

colonne sont de 85 + 2.6 pourE. coli K12Dh5x et de 6@6 + 3.9 pour C. metallidurans
CH34 confirmant la bonne reproductibilité des essais.
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IV-3-4-2. Application de la cytométrie en flux pour la quantfication

des bactéries dans les effluents de colonnes delsab

Escherichia coli K12DHba

Apres avoir déterminé les conditions optimales itidattion du cytometre pour la
quantification des cellules dans les effluents ddorme, nous avons appliqué cette
méthodologie a des essais de transfert (Figure2lV-Cette figure présente les courbes de
percée dé&. coliK12Dh5x quantifiés par spectrophotométrie et cytométriéien
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Figure IV-12 : Courbes d'élution de Escherichia coli K12DH5e en colonne de sable d’'Hostun a une
concentration cellulaire de 18 UFC.mL™ mesurées en spectrophotométrie et en cytométrie diex. (Les
écart-types sont calculés a partir des triplicats).

On remarque que les courbes de percée obtenuesppatrophotométrie et par
cytométrie sont trés proches, notamment concerleardébut et la fin de I'élution, les
différences observées concernent essentiellemepliaieau de la courbe qui est légérement
supérieur en cytométrie. En effet, les bilans dessmades cellules en sortie de colonne
calculés sont de 86 + 2.6 pour les analyses en spectrophotométrie et 8@ 9021 pourles
analyses en cytométri€es résultats confirment la possibilité d’appliqleercytométrie en
flux pour la quantification de cellules bactériesriatrinsequement fluorescentes dans les
effluents de colonne.

Cupriavidus metallidurans CH34

Contrairement a la bactérie. coli K12Dh&, C. metalliduransCH34 n’est pas
fluorescente, il est donc nécessaire de colorercédsiles bactériennes pour pouvoir les
dénombrer précisément en CMF. Pour cela nous avilis® les fluorochromes Syto9 (vert)
et Sytored 62 (rouge) spécifiques des acides rmu@Esi Comme poulE. coli K12Dh5, il a
fallu valider la méthodologie, pour cela nous avauopté deux approches distinctes :
coloration des cellules avant les essais de trerefiecolonnes ou apres les essais de transfert.
Les courbes d’élution d€. metalliduransCH34 obtenues avec coloration avant et apres les
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essais de transfert sont présentées dans la Hgutd en comparaison avec les courbes
obtenues par spectrophotométrie.

1
o Spectrophométrie
& Cytométrie (coloration apres essai)
0.75 - ® Cytométrie (coloration avant essai)
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Figure IV-13 : Courbes d'élution de Cupriavidus metalliduransCH34 en colonne de sable d’Hostun a une
concentration cellulaire de 4.18 UFC.mL™ mesurées en spectrophotométrie et en cytométrie énx. (Les
écart-types sont calculés a partir des triplicats).

Les résultats montrent une forte variabilité et we@roductibilité moins satisfaisante
par rapport aux essais réalisés akkecoli K12Dh%. On remarque que colorer les cellules
apres leur passage en colonne permet une meilpuaatification des cellules. En effet les
essais réalisés avec les cellules marquées agsaexperiences de transfert présentent une tres
forte variabilité et une précision moindre. Plussehypothéses peuvent étre émises pour
expliquer ces variabilités :

- Maynadié (2006) préconise un temps de contacttoentre les cellules et les
fluorochromes avant I'analyse en CMF afin de ne parsire de fluorescence ce qui pourrait
expliquer les plus fortes différentes observées tws expériences réalisées en colorant les
cellules bactériennes avant les essais de tramgfedurent plusieurs heures. Pour améliorer
I'analyse, une solution pourrait étre d’augmengecdncentration de fluorochrome mais alors
le colt d’analyse deviendrait plus important.

- Il se peut également que le fluorochrome modisepropriétés des cellules induisant
une modification de leur comportement dans le milie

- L’ajout de colorant dans les échantillons condgialement au marquage de cellules
bactériennes ou d’autres particules présenteseli@ment dans le milieu, compliquant ainsi
I'analyse car les cytogrammes peuvent alors prés@hisieurs populations comme le montre
la Figure 1V-14.
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Figure IV-14 . Exemple d’histogrammes de fluorescete (FL1-A et FL4-A) et de cytogramme (SSC-A
versus FSC-A) obtenus en cytomeétrie de flux pour laguantification de cellules de Cupriavidus
metalliduransCH34 colorées au Sytored62 avant les essais de tséart en colonne.

- Enfin, pour les faibles concentrations bactéreenia fluorescence est faible et rend
I'analyse difficile car le signal de fluorescenea proche du bruit de fond. Les cytogrammes
sont alors diffus et il devient difficile de qudidr précisement la population bactérienne,
comme illustré dans la Figure IV-15.
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Figure 1V-15 : Exemple d’histogramme de fluorescene (FL1-A) et de cytogramme (SSC-A versus FSC-A)
obtenu en cytométrie de flux pour la quantificationde faibles concentrations de cellule€upriavidus
metalliduransCH34 colorées au Syto9 apres les essais de transfar colonne.

L’application de la CMF sur des cellules coloréas gies fluorochromes permet donc

de quantifier assez précisement les cellules bantés en sortie de colonne, a conditions de
répéter les expériences. De plus l'utilisation WwrMchromes apres les essais de transfert
s’avere préférable. Toutefois, cette méthodologeepermet pas de travailler de maniere
satisfaisante avec des concentrations cellulainegs faibles par rapport a Il'utilisation de
bactéries intrinsequement fluorescente.

IV-3-4-3. Effet du type de souche bactérienne sur le transferdes

cellules bactériennes en colonnes de sable d’'Hostun

L’effet souche bactérienne sur le transport deuted| bactériennes en colonne dans le
sable d’'Hostun a été étudié pour les deux bacténiedeles. Bien que les essais aient été
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menés dans les mémes conditions hydrodynamiquelessouches bactériennes présentent
une mobilité contrastée comme le montre la Figur&8 et le Tableau IV-2.

1 ;
I e E. coli K12DH5a
|
!i C. metallidurans CH34
I,
0,75
o
O 05 -
@)
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Figure IV-16: Courbes d’élution de Escherichia coli K12Dh% (10° UFC/mL) et Cupriavidus metallidurans
CH34 (4 16 UFC/mL) en colonnes de sable d’Hostun. Les symbsleorrespondent a la moyenne calculée
sur les triplicats, les lignes correspondent aux dmées modélisées par Stanmod. Les écart types
correspondent aux incertitudes sur les pesées podiaxe des abscisses et a I'écart type moyen des
expériences pour I'axe des ordonnées

La Figure IV-16 montre que les cellules Hecoli K12Dh5 semblent étre transportés
a la méme vitesse que la solution et présententjiei@ractions avec le milieu. En effet les
bilans de masses mesurées a partir des analysgeetnophotométrie sont de 83.6 % et
le facteur de retard, estimé par modélisationdedd.95. Ceci est confirmé par la forme de la
courbe de percée dE. coli K12Dh5 qui est relativement symétrique indiquant un
comportement proche de celui d'un traceur de I'daubilan de masse calculé inférieur a
100% indique qu’il existe tout de méme des intéoast irréversibles entre la matrice et les
cellules. Les cellules d€. metalliduransCH34 interagissent de maniere plus importante
avec la matrice et présentent des bilans de mas€0d 3.9 % indiquant une rétention
importante des cellules bactériennes initialemengctées, caractéristigues d’interactions
irréversibles avec la matrice sableuse. De plupriae de la courbe et le facteur de retard
supérieur a 1 (1.35), estimé par modélisation, neahtqu’'une part des interactions avec le
milieu est également réversible (Guiné, 2006). Ote régalement une plus forte dispersion
des cellules d€. metalliduransCH34 confirmée par la modélisation.
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Tableau IV-2: Résultats expérimentaux et de simuladn des expériences de transport dE. coli K12DH5a
a différentes concentrations cellulaires analyséen cytométrie de flux (C6 Accuri).

Co Vpore Facteur retard | Bilan de masse D
Bactérie ) -
(UFC.mL") (ml) R Bactérie (%) (cm“h™)
Escherichia colK12DH5o 10° 34.3 0.95 85.2+26 0.47
Cupriavidus metalliduran€H34 410° 33.6 1.35 60.4 +3.9 15

La forme des profils de rétention pouvant donner ideormations importantes sur les
mécanismes de dépbts dans la colonne (Bradfordl, 2082), la distribution verticale des
bactéries retenues dans le sable d’'Hostun a dénététliée afin d’estimer la répartition des
cellules immobilisées dans le milieu en fin d’es$airansfert (Figure 1V-17). Il est important
de noter que la technique d’extraction des celltd¢snues dans les colonnes ne permet pas
d’extraire la totalité des cellules bactérienndsrmees. Ces données renseignent donc sur la
forme des profils mais ne permettent pas de complés bilans de masse. Les résultats
présentés ont donc été corrigés en considérant lgxéraction des bactéries est
proportionnelle dans tous les échantillons afical®mpléter les bilans de masse. Les profils de
rétention pourC. metalliduransCH34 etE. coli K12Dh%u, sont de type hyper-exponentiel,
avec un taux de dépoét qui diminue avec la distgaeeourue dans la colonne. On note que
les deux profils de rétention normalisés sontpréshes pour les deux bactéries.

0
C. metallidurans CH34
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Figure IV-17 : Profils de rétention des cellules d€upriavidus metalliduransCH34 et deEscherichia coli
K12Dh5a dans la colonne en fin d'expérience de transfertnecolonne de sable d’'Hostun (V/VO =4). Les
barres d’'erreurs correspondent a I'écart type calcié sur les duplicats.
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IV-3-5. Effet de la concentration cellulaire sur le transport des
bactéries en colonne de sable d’Hostun

IV-3-5-1. Escherichia coliK12DH5a.

La forte sensibilité d’analyse du cytométre C6 dAd nous a permis d’étudier le
transfert de bactéries a des concentrations plbke$aque celles permises pas les méthodes
classiques, et ce de maniere automatisée. Paroli K12Dh5, nous avons pu travailler avec
une gamme de concentrations allant ded8.5 18 UFC/mL, c'est-a-dire dix fois plus faible
qgue la concentration utilisable en spectrophotaméiiv-VIS. Les résultats de transfert de
cellules deE. coliK12Dh5 a différentes concentrations sont présentés dafglire 1V-18.
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Figure 1V-18: Courbes d'élutions deEscherichia coliK12DH5e a différentes concentrations cellulaires

initiales injectées: de 16 & 4.5 18 UFC/mL. Les symboles correspondent aux données eéqmentales et
les pointillés aux données modélisées avec le lagfiGtanmod.

On note un effet de concentration important sutrd@sfert des cellules de. coli
K12Dh5x. Aux plus faibles concentrations les bilans deseasont de 100%, indiquant une
tres forte mobilité des cellules d& coli K12Dh%u. Lorsque la concentration de cellules
injectées augmente, les bilans de masse dimindang un premier temps, jusqu’a 65% a 2

10° UFC/mL, indiquant une rétention importante desute$, avant de remonter pour la plus
forte concentration (4.5 {WFC/mL ) (Tableau IV-3).
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Tableau 1V-3: Effet de la concentration cellulaire d'injection sur
Escherichia coliK12DH5a en colonne de sable d’Hostun.

les parametres

de transfert de

Concentration injectée Volume injecté Facteur retard Bilan de masse D
(UFC.mL™) (ml) R Bactérie (%) (cm*h™)
10’ 33.9 0.92 100 0.44
10° 30.9 0.92 100 0.49
310° 30.1 0.90 91 0.58
510° 30.8 0.94 87 0.46
10° 32.1 0.97 88 0.41
1.3 10° 27.8 0.97 78 0.63
2 10° 33.4 0.91 65 0.65
4.510° 29.6 0.95 81 0.64
IV-3-5-2. Cupriavidus metalliduransCH34

Nous avons vu précédemment que l'application decytgométrie de flux a
I'’énumération de faibles concentrations de celldesC. metalliduransCH34 grace a des
flurochromes ne donnait pas des résultats satisfisisen termes de précision. Pour cette
bactérie nous avons donc énumeré les cellulespeatrophotométrie ce qui nous contraint a
utiliser une gamme de concentrations plus étraieegpurE. coli K12Dh5, allant de 184 9

10 UFC/mL. Les résultats obtenus sont présentésastiglire

IV-19 et le Tableau IV-4.
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Figure 1V-19: Courbes d'élutions de Cupriavidus metallidurans CH34 a différentes concentrations
cellulaires initiales injectées: de 1D a 9.1 UFC/mL. Les symboles correspondent aux données
expérimentales et les pointillés aux données modsdies avec le logiciel Stanmod.
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La Figure IV-19 présentée en concentration adinoemslle montre que dans nos
conditions le transport de&. metallidurans CH34 n’est pas fortement sensible a la
concentration d’injection contrairementEa coli K12Dh5. Il faut toutefois relativiser ces
résultats au vu de I'étroitesse de la gamme deertration. On remarque tout de méme que
le bilan de masse semble dans un premier tempsnuémiavec I'augmentation de la
concentration d’injection, comme observé pBucoli K12Dh5u, puis augmente pour les plus
fortes concentrations cellulaires d’injection (Texdah 1V-4).

Tableau IV-4: Effet de la concentration cellulaire d’injection sur les parameétres de transfert de
Cupriavidus metalliduransCH34 en colonne de sable d’Hostun.

Concentration injectée Volume injecté Facteur retard Bilan de masse D

(UFC.mL™) (ml) R Bactérie (%) (cm?h™)
910 31.1 1.27 74 1.4
6 10 28.4 1.36 63 1.3
410 30.6 1.32 59 1.6
310 28.3 1.35 73 1.3
210 29.2 1.31 76 1.5
110 31.4 1.19 77 1.5

A partir des courbes d’élution aux différentes amications cellulaires d’injection,
des isothermes de sorption ont pu étre détermipéas les deux bactéries, en suivant la
méthode proposée par (Schweich et Sardin, 198an &isant 'hypothése que les réactions
de sorption sont réversibles et a I'équilibre loiesde plateau est atteint. Le nombre de
cellules sorbées a ainsi été déterminé par difé&remtre la hauteur du créneau et celle du
plateau tandis que le nombre de cellules a I'dopéilicorrespond au nombre de cellules au
niveau du plateau. Les isothermes de sorption elddas des deux bactéries modeles sur le
sable d’Hostun sont présentées sur la Figure 1V-20.
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Figure 1V-20 : Isotherme d'adsorption des cellulede Cupriavidus metalliduransCH34 et deEscherichia
coli K12Dh5a sur le sable d’Hostun. Données déduites des expces de transfert : la concentration en
cellules sorbées correspond a la différence entra hauteur du créneau et celle du plateau et le nombde
cellules a I'équilibre correspond a la hauteur du fateau.
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PourC. metalliduransgCH34 on atteint rapidement un plateau indiquaet saturation
des sites de sorption dans la colonne de sabletia giane concentration cellulaire injectée
de 4 18 UFC/mL. PourE. coli K12Dh5: on atteint un plateau uniquement pour les plus
fortes concentrations cellulaire d'injection (& trade 2 18 UFC/mL). Les profils de
concentration des cellules bactériennes retenues ldacolonne ont été mesurés pour des
concentrations d'injection de 4410FC.mL*et 9 1§ UFC.mL" pourC. metalliduransCH34
et de 18 UFC.mL et 4.5 18 UFC.mL* pourE. coli K12Dh5, et sont présentés sur la Figure
IV-21.
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Figure IV-21: Profils verticaux de rétention des ellules de Cupriavidus metallidurans CH34 et

d’Escherichia coliK12Dh5a, a faible et forte concentration d’'injection, en in d'expérience de transfert en
colonne de sable d’'Hostun (V/VO =4). Les barres d'eeurs correspondent a I'écart type calculé sur des
duplicats.

Les profils de concentration des cellules bacté@esretenues dans la colonne ont été
mesurés pour des concentrations d'injection de®4urC.mL* et 9 1§ UFC.mL* pour C.
metalliduransCH34 et de 1DUFC.mL* et 4.5 18 UFC.mL* pourE. coli K12Dh5, et sont
présentés sur la Figure IV-21. On observe que frargation des concentrations d’injection
modifie les profils de rétention. En effet on olygeque les cellules bactériennes sont retenues
de maniére plus homogéne le long de la colonndrowanfit la saturation des sites de rétention
de la matrice observée sur les isothermes préseptéeédemment (Figure IV-20).

IV-3-6. Effet du milieu poreux sur le transport des bactéres
modéles

Les résultats obtenus dans notre étude ont étéar@spvec ceux obtenus par Guiné

(2006) réalisés avec les mémes bactéries, poucataditions hydrodynamiques similaires,
mais en colonnes de sable de Fontainebleau (Hgt28).
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Sable d’Hostun (notre étude)

Sable de Fontainebleau (Guiné, 2006)
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Figure IV-22 : Effet du milieu poreux, sable de Fominebleau ou sable d’Hostun, sur le transport des
cellules deEscherichia coliK12DH5a et de Cupriavidus metalliduran€H34 a différentes concentrations
cellulaires d'injection. Les résultats concernanté transport dans le sable de Fontainebleau sont issde

Guiné (2006).

Les résultats montrent un effet important du mif@weux sur le transport des cellules
des deux bactéries. En effet le comportement dag Hactéries modéles est tres différent
dans les deux matrices. Guiné (2006) a systématigueobservé une diminution du bilan de
masse lorsque la concentration en cellules injeai@ainue pour les deux bactéries. PGur
metalliduransCH34, cette diminution est d’'un facteur 2 (de 9978%) pour une diminution
du nombre de cellules injectées d’un facteur 9 (@da 1.1 16 UFC ml%). PourE. coli
DH5a la diminution est moindre : les bilans de masseluant de 90 a 70 % pour une
diminution du nombre de cellules injectées d'urtdac 7 (1.0 1da 1.4 18 UFC mit). Ces
résultats indiqguent une mobilisation croissante dmdlules dans la colonne avec
'augmentation de la concentration d’injection diileune possible saturation des sites de
sorption des colloides bactériens sur le sableatatihebleau. Dans le sable d’Hostun, on
retrouve ces résultats, caractéristiques d’'un diffetking, uniquement pour les plus fortes
concentrations cellulaires, indiquant que la cotra¢ion de sites de rétention bactérienne au
niveau de la matrice est plus importante pour lelesal’Hostun que pour le sable de
Fontainebleau. De plus les gammes de concentratielhdaires testées par Guiné (2006)
sont plus étroites que celles de notre étude, ridiawlonc été intéressant de tester des
concentrations cellulaires d’injection plus faibliens le sable de Fontainebleau.

Afin de mieux comprendre les différences observéess avons comparé certaines
propriétés physicochimiques des deux matrices.cdillnu les grains de sables d’Hostun
apparaissent plus grossiers et également plugptesrds que ceux de Fontainebleau (Figure
IV-23).
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Figure 1V-23: Photographie du sable de Fontaineblaa(gauche) et du sable d’Hostun (droite).

L’observation en microscopie optique (Zeiss) daesxdmatrices sableuses confirment
la taille plus importante des grains de sable dttdospar rapport a ceux du sable de
Fontainebleau (Figure 1V-24).

200 pm

Figure IV-24 : Observation de la de taille et de laforme de grains de sable d'Hostun (A) et de
Fontainebleau (B) en microscopie optique (Zeiss).

Nous avons alors mesuré la distribution de taiks drains des deux sables en
granulométrie laser (Master sizer 2000, Malverririmaents). Les résultats obtenus, Figure
IV-25, confirment que les grains de sable de forgaieau (gb= 120 pm) sont nettement plus
fins que ceux du sable d’Hosturygd 280 um).
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Figure 1V-25: Distribution de taille des grains desable de Fontainebleau, de sable d’Hostun et d'un
standard de 50 um (15-120 um). Les valeurs correspdent a la moyenne de triplicats.

De plus le potentiel zéta du sable de Fontainebésawe -68 mv (Guiné, 2006). Le
sable de Fontainebleau est donc plus électronégaifie sable d’Hostun (potentiel zéta de
-20mV) ce qui se traduit par la présence d’'une fibu® barriere d’énergie entre les cellules
bactériennes et le sable de Fontainebleau en camparavec le sable d’'Hostun.

IV-3-7. Etude du transport de bactéries en mélange en coloa de
sable d’Hostun

Les résultats des expériences de transport de gelda bactéries en colonnes sont
présentés dans la Figure 1V-26. La concentratidraie des populations bactériennes était de
5 10 et de 2.5 19 UFC.mL' pour E. coli K12Dh5 et C. metallidurans CH34,
respectivement. Ces résultats montrent clairemeat’qn peut quantifier spécifiquement les
deux populations bactériennes en mélange dansffleenés de colonnes, méme si les
analyses sont compliquées pdurmetalliduransCH34 du fait de la nécessité de colorer les
cellules pour les rendre fluorescentes. Ce protoseimble donc transposable a d’autres types
de bactéries ou microorganismes. Méme si idéalenlest analyses seraient largement
simplifiées si nous disposions d’une souch&denetalliduransCH34 fluorescente (gfp, yfp,
Dsred...). En conditions de mélange des deux populatbactériennes, le bilan de masse en
sortie de colonne dE. coli K12Dh5x n’est pas modifié (de 90 & 92%), alors qu'il dioen
fortement pouC. metalliduransCH34 (de 75 a 25%). Concern&htmetalliduransCH34, on
note que non seulement le plateau est moins élei& également que le front descendant est
plus précoce en présence de cellulek.deoli K12Dh5o.
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O E. coli K12DH5a Bl E. coli K12DH5a + C. metallidurans CH34 A C. metallidurans CH34

1 : {fg{qi

0.75 ~

0.75 ~

0.5 - ¢ 0.51 I

C/CO

0.25 - 0.25 4 i* §

0 0.5 1 15 2 2.5 3 0 0.5 1 15 2 2.5 3
VIVO VIVO

Figure IV-26: Courbes de percée des cellules déscherichia coliK12DH5a seules ou en présence de
Cupriavidus metalliduransCH34 (A) et des cellules deCupriavidus metalliduransCH34 seules ou en
présence deEscherichia coliK12DH5e (B) en colonnes de sable d’Hostun. Les barres dieurs ont été
calculées sur des triplicats.

V-4, Discussion

IV-4-1. Utilisation de la cytométrie en flux

Nos résultats ont montré l'intérét de I'utilisatide la cytométrie en flux pour I'étude
du transfert de bactéries dans les milieux porgqur, ce soit avec des cellules colorées avec
des fluorochromes ou, mieux, intrinséquement flsceates grace a un gene de protéine
fluorescente. L’avantage principal de cette méthedé que [l'utilisation de seuils de
fluorescence permet de compter spécifiquementdbgles d’'intérét en s'affranchissant des
bactéries autochtones, naturellement présentesléangieu. L’automatisation des analyses
permet également un gain important de temps etrdeison en comparaison avec les
méthodes analytiques classiques. Toutefois cettiaaueélogie reste délicate a utiliser car
sensible a divers facteurs tels que le bruit de fem particules, la concentration en bactéries
ou encore le temps de contact avec le fluorochrdinfieut donc optimiser la méthode avant
son application et surtout veiller a répliquer kEssais. Méme si l'utilisation de sondes
fluorescentes pour I'étude du transport de cellbsériennes n’est pas encore optimale, car
demandant beaucoup de précautions, elle laisseveirtides perspectives trés intéressantes,
notamment pour les études a faibles concentrati@fislaires ou avec des mélanges de
bactéries pour lesquelles les méthodes classiqutsrmpérantes. Jacobs (2007) avait déja eu
recours a l'utilisation de la cytométrie en flux ypol'étude du transport de cellules
bactériennes. Dans son étude, il avait égalemavitlé avec une souche portant un plasmide
fluorescent et avait obtenus des résultats sa@sits, confirmés par les résultats obtenus avec
E. coli K12Dh%u. En utilisant un kit contenant du Syto 9 utiligges le passage des cellules
en colonne, il avait observé la présence d’évéentsnerparasites » dus a la présence de
cellules bactériennes indésirables dans les matutiksées qui n’étaient pas stériles, comme
dans notre étude.

IV-4-2. Effet du type de souche bactérienne sur le transpor

Les résultats obtenus montrent que les deux bast@résentent des mécanismes de
transport tres différents dans le sable d’Hostwes tellules dé&. coli K12DH5x présentent
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une mobilité importante avec plus de 90% de ta@utlon et aucun retard significatif par
rapport a un traceur de l'eau. Les cellulesCdenetalliduransCH34 sont fortement retenues
dans le sable et retardées par rapport a cellé€s deli K12DH5x. Ces différences peuvent
d'une part s’expliquer par des facteurs biotiquemme par exemple des différences de
nature et de propriétés de paroi cellulaire commgaltophobie, la charge de surface, la taille
cellulaire ou la composition de la membrane (Pdrkle 2010). Concernant I’hydrophobie,
Guiné (2006) a montré que ces deux souches sotdit plydrophiles, on suppose que cette
propriété de surface n’'est pas a l'origine desédiifices observées, d’autant plus qu'il
n'existe pas de consensus dans la littérature ’sffietl de I'hydrophobie des cellules
bactériennes sur leur transport. Concernant lenpetra taille, d’un point de vue physique, les
plus petites cellules sont sensées étre plus faeilée transportées car moins sensibles aux
mécanismes de filtration (Cumbie et McKay, 1999ufEfois, certains auteurs ont montré
que le taux de rétention des colloides pouvait anger avec la diminution de leur taille
(Song et al., 1994; Ryan et Elimelech, 1996). Hetefes petites cellules ont des surfaces
spécifigues plus importantes ce qui augmente leapacité de rétention par liaisons
électrostatiques et pourrait expliquer la plus eorétention deC. metalliduransCH34.
Concernant la charge de surface des cellules, éstimes de potentiel zéta montrent que les
cellules deE. coliK12DH5x sont beaucoup plus négativement chargées quellakes deC.
metallidurans CH34 plus proches de la neutralité. Nos calculs pdefils d’énergie
d’interactions basés sur la théorie DLVO (Figure7l\Vont montré que cette différence de
propriété peut expliquer la plus forte rétentiosaiée pour les cellules @ metallidurans
CH34 (Haznedaroglu et al., 2009; Kim et al., 2009)est également possible que des
différences dans la structure et dans la compasides membranes cellulaires soient
responsables des différences de mobilité obseemeslonne entre les deux cellules (Yee et
Fein, 2002; Park et al., 2010).

Les conditions physicochimiques imposées dans resmie (sable et cellules
négativement chargés) sont défavorables au dépdpresd la théorie DLVO. Dans ces
conditions, il est surprenant d’observer autantrétention cellulaire, notamment poQ.
metalliduransCH34. D’autres auteurs ont déja observé des phémesnaimilaires de dépot
colloidal en conditions défavorables. Il a alos gostulé que le second minimum d’énergie
pouvait étre responsable de la rétention des hestéans le milieu poreux (Meinders, 1995;
Redman et al., 2004; Jacobs, 2007). Nos résultatggent donc s’expliquer en partie par le
fait que les cellules d€. metalliduransCH34 sont moins négativement chargées que celles
deE. coli K12DH5u et qui présentent un second minimum d’énergie jpphertant. D’autres
études (Truesdail et al., 1998; Jacobs, 2007 ;ry02010) expliquent cette rétention des
colloides par I'hétérogénéité des grains de lain®gtCes hétérogénéités forment alors des
zones favorables au dép6t colloidal dans lesquiEiebactéries peuvent se déposer dans le
premier ou le second minimum d’énergie. On ne pastexclure ce type de processus pour
expliquer la rétention de nos deux bactéries madédes le sable d’Hostun, étant donné la
forme irréguliere et anguleuse de ses grains. Au de milieu il existe naturellement des
zones ou les flux d’eau sont nuls (eau immobile)tetes bactéries ou les colloides peuvent
diffuser et se retrouver piégés ou retardés danmstiansfert (Truesdail et al., 1998; Jacobs,
2007; Johnson et al., 2007; Vitorge, 2010). Jaq@e®7) a montré par imagerie que les
bactéries pouvaient étre piégées au niveau de caigités (creux) et de canaux présents a la
surface des grains de sable. Le mécanisme de isgaidéfini comme le piégeage des
colloides dans les pores trop étroits pour permddur passage (Foppen et al., 2005, 2007;
Auset et Keller, 2006), ne peut pas étre négligé plus pour expliquer la rétention des
bactéries. De maniére classique, les auteurs @amesiique le mécanisme de straining n'a
lieu que lorsque le rapport taille des colloides @lir taille des grains £g) est supérieur a
0.05 (Redman et al., 2004). Or Bradford et al. @aiht montré que méme pour des valeurs
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inférieures, les phénomeénes de straining sont lplessinotamment a cause de I'hétérogénéité
des grains. lls considérent que le straining de\segnificatif lorsque gds¢>0.005. Redman

et al. (2004), dans leur étude, considerent lenstigscomme une explication potentielle de la
rétention des bactéries étudiées alors que le raggdso est de 0.009. Dans notre étude les
rapports taille des colloides sur taille des gramst de 0.008 et 0.004 padtr coli K12Dh5o
et C. metalliduransCH34, respectivement. Bien que ces valeurs soiemdtpfaibles, on ne
peut pas exclure totalement ce mécanisme pourgesglila rétention cellulaire observée,
d’autant plus que les profils de concentration dbules retenues dans les colonnes sont
caractéristiques de ce type de mécanisme (Braétaxtl, 2003).

La multitude de mécanismes possibles pour expliuegtention deC. metallidurans
CH34 dans le sable d’Hostun (et dans une moindsureg&. coli K12Dh5y) rend difficile la
description précise des mécanismes en jeu. Une §tlud approfondie des mécanismes de
dépobt est nécessaire, par exemple en faisant \arferce ionique, pour identifier le ou les
mécanismes prépondérants entre le straining, eepge géométrique da a I'hétérogénéité et
I'angulosité des grains de sable et surtout lantite dans le second minimum d’énergie.

I\V-4-3. Effet de la concentration cellulaire sur le transpat

Grace a la mise au point de la méthodologie dentgtoe en flux, nous avons pu
étudier I'effet de concentration cellulaire surttansport de bactéries pour une gamme de
concentration allant de 1@ 4.5 18 cellules.mL* pour E. coli K12Dh5x et de 164 9 16
cellules.m* pourC. metalliduransCH34. Les résultats obtenus sont résumés danglmeFi
IV-27 qui présente I'évolution du taux de restibaticellulaire, ou bilan de masse, en fonction
de la concentration cellulaire injectée pour lesxdeactéries modeles. Pour les deux bactéries
on observe des résultats assez similaires: tobbddaune diminution du bilan de masse avec
'augmentation de la concentration cellulaire ddctjon puis une augmentation du bilan de
masse lorsque la concentration cellulaire d’inctlevient plus importante.
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Figure IV-27: Effet de la concentration cellulaired'injection sur le taux de transfert (bilan de mass) de
cellules deCupriavidus metalliduransCH34 et de Escherichia coliK12Dh5e mesurés en sortie de colonne
de sable d’'Hostun et de sable de Fontainebleau (Gudi, 2006).
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Ce type d’effet a déja été observé précedemmeplusieurs hypotheses permettent
d’expliquer ces résultats (Bradford et Bettahar, 0220 Vitorge, 2010). Aux faibles
concentrations les cellules passent au centre oies pu la vitesse de fluide est rapide et
limite les contacts avec la matrice et donc le tdépfuisant des taux de restitution tres élevés
comme observés dans notre étude aux plus faiblesentrations. Lorsque la concentration
d’injection augmente, on observe dans un premier temps quéaftede masse diminue en
relation avec une augmentation du dépoét cellulaiegactéristique d'un effet « ripening ».
Des résultats similaires ont déja été observés pasr particules de latex (Bradford et
Bettahar, 2005), des nanoparticules de silice (§&p2010), ou des bactéries (Foppen et al.,
2007). Il semble que le taux de straining augmdotsque la concentration d’injection
augmente expliquant alors l'augmentation de lant&@r avec l'augmentation de la
concentration de cellules injectées. Pour expliqasrphénomeénes leurs auteurs ont supposé
que lorsque la concentration de colloides augneenty-ci sont préférentiellement:

» déviés des principaux chemins percolants et sewetnt dans les zones ou la vitesse
de fluide est plus faible voire nulle et se retrenivdonc piégés.

» acculés sur les bords des pores ou la vitesseelestlplus faible car les colloides se
repoussent entre eux et sont donc plus susceptitdge retenus (Vitorge, 2010).

Dans notre étude, il semble que I'on observe dangremier temps un mécanisme de
type ripening (Camesano, 1999): 'augmentationadedncentration d’injection entraine une
diminution du bilan de masse en sortie de colonnepgut s’expliquer par une occupation
progressive des sites de rétention de la matrigis. dlans un second temps, on observe une
augmentation du bilan de masse avec 'augmentdgda concentration de cellules injectées,
caractéristique d’un effet blocking (Camesano, 19@@ phénoméne a déja été observé dans
la littérature (Foppen et Schijven, 2006; Guiné)&0Vitorge, 2010) et s’explique par une
saturation des sites de rétention avec 'augmemtate la quantité de colloides injectés, ce
qui limite leur capacité de rétention. Ces réssltabnt confirmés par les isothermes
d’adsorption des deux bactéries modéles sur lee s#iblostun (Figure IV-20) qui montrent
que les bilans de masse bactériens augmententlavwmncentration d’injection lorsque la
saturation de sites de rétention est atteinte. aune des profils verticaux de concentration
des cellules bactériennes a forte concentratiols tasable (Figure 1V-21) a confirmé cette
saturation progressive avec les profils qui dewsmnplus homogénes lorsque la
concentration augmente. Une fois la saturationndtetous les sites de sorption sur le sable
sont alors occupés par les cellules bactérienndssetellules suivantes ne sont donc plus
retenues, faute de sites de rétention disponiblefet( blocking), expliquant ainsi
'augmentation des bilans de masse observée peulles fortes concentrations d’injection
pour les deux bactéries. La Figure IV-20 montre fueuantité de sites de rétention est
supérieure pouE. coli K12Dh5x ce qui explique que I'effet concentration est phagortant
que pourC. metalliduransCH34. En effet le nombre de cellules bactériengegssaires pour
saturer I'ensemble des sites de rétention est iphp®rtant et I'effet de concentration est
d’autant plus important. On remarque égalementpue C. metalliduransCH34 la plupart
des expériences ont été réalisées proches destionndile saturation des sites et avec de
faibles différences de concentration ce qui peupligder les résultats obtenus.
L’augmentation des bilans de masse avec l'augmentate la concentration initiale en
cellules peut également s’expliquer, au moins etigygar une augmentation des collisions
entre les cellules lorsque la concentration ceheld’injection augmente (dues a une plus
grande abondance cellulaire) qui permet de rensebiles bactéries préalablement retenues
de maniére réversible (Haznedaroglu et al., 2009).
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IV-4-4. Effet du milieu poreux sur le transport de bactéries

Réalisés dans des conditions hydrodynamiques sieslda comparaison du transport
des deux bactéries modéles dans deux sables diféaepermis de montrer que la nature du
milieu poreux contrble aussi le transport des ¢dde bactériens. En effet, nos résultats
montrent que les deux bactéries modeles se conmpalifeéremment dans les deux matrices :
sable d’Hostun et sable de Fontainebleau (Guin@g2@En comparant les résultats obtenus
avec les deux sables, nous avons montré que |e shblFontainebleau est fortement
électronégatif, son potentiel zéta est de — 68raksaju’il est d’environ -20mv pour le sable
d’Hostun. Cette différence implique des forces tgipas plus importantes entre le sable de
Fontainebleau et les cellules bactériennes parorapp sable d’Hostun, et limitent ainsi la
rétention électrostatique des cellules dans leesdbél Fontainebleau. De plus en étudiant la
géométrie des grains de sable, on observe quadasgle sable de Fontainebleau sont plus
petits que ceux du sable d’Hostun ce qui se trguhritdes pores plus étroits dans le sable de
Fontainebleau. Cette caractéristique peut suffiexg@iquer les différences observées sur le
transport des cellules bactériennes entre les sabbes. Dans le sable de Fontainebleau il est
possible que le straining soit plus important ce explique que les cellules dé. coli
K12Dh5a, plus grosses, sont plus retenues que cell@.deetalliduransCH34. En effet les
rapports dp/d50 sont de 0.02 et 0.01 p&urcoli K12Dh%o et C. metalliduransCH34,
respectivement, et sont en accord avec la pos8ibilobserver du straining (Redman et al.,
2004). Au contraire dans le sable d’'Hostun ou tairsing est moins important, c’est plutét
I'électronégativité des cellules qui semblent coletr leur transport expliquant alors pourquoi
les cellules deC. metalliduransCH34 sont plus retenues. Il faut toutefois notee q
concernant le sable de Fontainebleau, les résuttatdrent que la plupart des expériences
n'ont pu étre réalisées qu’'a proximité du plateau saturation des sites, il serait alors
intéressant d’étudier le transport des deux bastdriodéles a des concentrations d’injection
plus faibles, comme réalisé pour le sable d’'Hoslwutefois, les difféerences observées entre
les deux matrices mettent en avant I'importancdadeomposition et de la géométrie du
milieu dans le contrdle du transport de cellulestér@dennes. En effet, les deux matrices, bien
gue relativement simples, induisent des mécanisiaésansport des bactéries différents.

IV-4-5. Transport de bactéries en mélange en colonnes debta
d’Hostun

L'utilisation de la cytométrie en flux nous a égaknt permis d’étudier le transport
des cellules bactériennes en conditions de mélaRger des raisons de temps et de
commodité, nous nous sommes limités a I'étude didhange de suspension cellulaires de
DOso=1, soit des concentrations finales respectives5d&? UFC.mL' pour E. coli
K12Dh5y et de 2 1®UFC.mL* pourC. metalliduransCH34. Les résultats obtenus montrent
que la présence de. metalliduransCH34 ne semble pas modifier le transportEdecoli
K12Dh5 alors que l'on observe une rétention plus impaetades cellules deC.
metalliduransCH34 en présence d& coli K12Dh5, suggérant que la rétention de cellules
de E. coli K12Dht, méme faible, contribue ensuite a la rétention cdéules deC.
metalliduransCH34. Peu d’études se sont intéressés au trardponélange de bactéries, en
raison notamment de la difficulté de quantificate chaque bactérie en présence d’autres
bactéries. Grace & un marquage radioactif des xS et'“C), Dong et al. (2002) ont
réalisé des expeériences de transport de mélangdeabe bactéries qui ont montré qu’en
mélange, le dépbt des deux bactéries étudiées agtginenté par rapport au cas ou elles
étaient seules. Plus recemment, Stumpp et al. j2@1tlétudié le transport de trois bactéries
seules ou en mélange. Les auteurs ont obtenus édedtats trés contrastés suivant les

- 141 -



CHAPITRE IV Etude du transfert de bactéries en goéode laboratoire

bactéries. Dans certains cas le mélange induidimeution du dépotKseudomonas.sib)
alors que dans d’autres cas, il induit une fortgnaentation du dépbK(ebsiella oxytoca
comme observé pout. metalliduransCH34. Enfin dans un dernier cas, aucun effet n’est
observé Burkholderia cepacipcomme pourkE. coli K12Dh% dans notre étude. Comme
souvent avec du matériel biologique, il est diféicd’établir facilement des mécanismes
généraux transposables et il semble indispensdBledier le comportement de chaque
espece au cas par cas. De ce point de vue la dyterea flux peut étre un outil vraiment
intéressant, notamment si les bactéries étudidedatlement détectables via des marquages
de fluorescence (génes yfp, gfp, rfp). On peut weitméme tenter de formuler quelques
hypothéses pour expliquer les effets mélange obseon peut penser que les cellulede
metalliduransCH34, étant plus petites que celles Elecoli K12Dh5u, elles subissent des
collisions avec les cellules & coli K12Dh5x qui favoriseraient leur rapprochement avec les
grains ou I'on a vu qu’elles étaient susceptiblé&tre retenues, au niveau du minimum
secondaire d’énergie. Obtenir les profils de rédenpourrait renseigner sur la distribution
des cellules d€. metalliduransCH34 et dekE. coli K12Dh5 dans la colonne et donc mieux
comprendre les mécanismes mis en jeu. Faute destamps n’avons pas pu les mesurer
(mise au point technique necessaire) et cela ¢oastionc une perspective interessante a
notre étude.

|V-5. Conclusion

L'objectif de ce chapitre était d’étudier les mésames de transport des bactéries
modeles en milieu poreux dans différentes conditida concentrations et en mélange pour
pouvoir comprendre leur mobilité et par la suitgr Ile potentiel dans le transport facilité de
métaux lourds. En effet, selon les conditions pioaiimiques du milieu, les bactéries
peuvent étre plus ou moins mobiles et peuvent d@msporter ou non les métaux apres les
avoir biosorbés ou accumulés ou simplement en nandlifeur rétention dans le milieu en
changeant notamment les propriétés géochimiquesladeolution mobile. Grace au
développement d’'une méthodologie de comptage agkubasée sur la cytométrie en flux et
particulierement adaptée aux faibles concentratbsix mélange de bactéries, nous avon pu
étudier le transport de bactéries en conditionsigbghimiques défavorables au dépét (force
ionique faible et pH6) afin de favoriser la fort®hilité des bactéries modéles dans le sable
d’Hostun, condition indispensable dans un conteldeédioremédiation par bioaugmentation
des sols pollués aux métaux. Dans de telles conditiles cellules et le sable sont
négativement chargés et d’apres la théorie DLV®, fteces répulsives sont dominantes.
Dans ces conditions défavorables a I'adhésion, nmwmns observé une mobilité tres
différente des deux bactéries modeles. Les celldé&eE. coli K12Dh5 sont transportées
guasiment sans dép6t (> 90% de bilan de massestgnd les cellules dé. metallidurans
CH34 sont nettement retardées (R=1.35) et fortemetahues dans le sable d’Hostun (60%
de bilan de masse). Bien que le sable soit corésiclimme uniforme, la matrice présente des
sites favorables a I'adhésion des cellules. Enquair, la géométrie du réseau poral semble
étre responsable du piégeage physique des baatéteament pou. coli K12Dh5u qui est
plus grosse qu€. metalliduransCH34. Les différences de mobilité observées sigupht
par des différences de propriétés de surface dex dactéries (charge de surface,
hydrophobie, composition...) qui leur conférent desppiétés d’interactions différentes telles
gue nous avons pu le prédire avec la théorie DLXi@sI les cellules deC. metallidurans
CH34 qui sont peu négativement chargées (-10mvyegrguétre retenues dans un puit
d’énergie secondaire dont la profondeur est plymoiante que poUE. coli K12Dh5x qui est
beaucoup plus électronégative (-50mv), expliquardi ées difféerences observées.
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Notre étude sur l'effet de la concentration celhelad’injection sur la mobilité des
bactéries a montré de maniére originale un effet hioéaire de l'augmentation de la
concentration d’injection des deux bactéries sur lmobilité. Nous avons ainsi mis en
évidence un effet en deux phases séparées paronoentration seuil : en dessous de cette
concentration, l'augmentation de la concentratidmjettion en bactéries induit une
augmentation du dépdt cellulaire (diminution denlabilité) et au dessus, on observe une
réuction du dépot et donc une augmentation de lailitéo

Ces résultats sont d’autant plus intéressants quatnde récente sur le transport des
méme bactéries modeles mais dans du sable de evitau (Guiné, 2006) a montré un
comportement opposé de ces bactéries controléipairment par un processus de blocking
qui se traduit par une saturation rapides des ditgegdtention. Nous montrons ainsi que le
transport des bactéries est controlé par les m@@wiintrinseques des bactéries, mais
également par la nature du milieu poreux et eniqudigr par la géométrie de son réseau
poral.

Enfin, nous nous sommes également intéressésraptnd d’'un mélange de bactéries
afin d’étudier le réle des interactions entre lelutes sur leur mobilité respective. Cette étude
a montré gu'en présence d'une autre populationébacne, la mobilité d’'une bactérie
pouvait changer. Ceci a été particulierement olis@aur C. metalliduransCH34 dont le
dépot augmente d’un facteur 2 en présence de eeltidE. coli K12Dh5a qui, elles, ne sont
pas sensibles a la présence@anetalliduransCH34. Nos résultats sont cohérents avec les
qualques études qui se sont intéressées au tramponélange de bactéries, et permettent
d’affirmer que I'effet mélange cellulaire sur la hilité des bactéries est fortement dépendant
des especes bactériennes en présence. |l s’avecendoessaire d’étudier ces phénomeénes au
cas par cas. Pour cela, l'utilisation de la cytomméen flux appliquée a des bactéries
intrinsequement fluorescentes est un outil proraege puissant.
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V-1 Introduction

V-1. Introduction

En dépit de leur faible proportion en masse dassstds, les particules colloidales
participent de maniére non négligeable a la digsétioin des polluants (McCarthy et Zachara
1989; Mills, Liu, et Fong 1991; Ryan et Elimelec@96; Kretzschmar et al.; 1999; Ledin,
2000; Sen et Khilar 2006). Si les contaminants sdoent fortement sur des colloides
mobiles, alors ces polluants peuvent étre tranépadpidement et sur de longues distances.
Ce mécanisme est connu sous le nom de transpditéfaes polluants par les colloides. Des
études récentes montrent qu’il ne s’agit pas seemémiune « facilitation » du transport mais
davantage d’'une « association » entre les polluaintss colloides En effet, le transport ne
concerne pas uniquement l'accélération du trandéstcontaminants par les colloides mais
également leur éventuel retard induit par les mage d'immobilisation des colloides (Bekhit
et al., 2009).

Dans les sols, I'existence et I'importance du tfarnscolloidal a été mis en évidence
pour plusieurs polluants, ions et macromoléculen premier pour les radionucléides, mais
aussi pour les cations alcalins, divers élémerntefraoxyanions et composes organiques
polaires ou non polaires. Ces études montrent g@secblloides adsorbent les ions et
molécules qui peuvent étre ou non des polluantpertvent ainsi contribuer a leur
dissémination dans les milieux poreux. Concernastmblluants a I'état de trace, le transport
sur des vecteurs colloidaux peut méme s’avérerl@€tpeincipal mode de transport dans les
sols mais aussi en milieu aquatique ou ils coretitue principal vecteur de polluants
(McCarthy et Zachara 1989; Pédrot et al. 2008)sAi@iteau et al. (2003) ont montré que les
colloides sont impliqués dans la mobilisation deamé lourds et que I'importance de ce
mécanisme dépend des propriétés chimiques du caidballique considéré. Ainsi le plomb
est transporté principalement sous forme collojdalers que le Zn et le Cd sont mobilisés
sous forme dissoute et colloidale. Cette étudantegelle de Karathanasis et al. (2005) qui
ont montré que la présence de colloides pouvaimanter de 5 a 50 fois la vitesse de
transport du Cu et du Zn et celle du Pb de 10 ® 368. D’autres études se sont focalisées
sur I'effet des propriétés des sols sur le trartsp@meétaux tel Yin et al (2010) qui ont mis en
évidence le transport facilité de Pb par les cdéei dans deux sols aux propriétés
physicochimiques différentes. D’autres études dantes de laboratoire ont montré que les
métaux plus mobiles, tels que le zinc, le cadmigncuivre ou le nickel pouvaient également
étre transportés de maniere facilitée par des idedo inorganiques. Ainsi, Keller and
Domergue (1996) ont montré que dans les solutiensotl issues d’'un podzosol, la fraction
colloidale pouvait concerner jusqu’a 40 % du flotat de Cu, de Zn et de Cd. Karathanasis
(1995) a observé une augmentation de 5 a 50 foisrahsport de zinc en présence des
colloides de smectite dans une colonne de sol. Bman Sen et al. (2002) ont montré
I'importance de la mobilisation et de la migrataes particules colloidales de kaolin sur le
transport du nickel dans un milieu poreux sableQgs différentes études ont largement
contribué a montrer le role prépondérant des a#oidans la mobilisation des métaux.
Toutefois, le rbéle potentiel des bactéries danstrbnsfert facilité des métaux dans
I'environnement, qui a été discuté par McCarthy @adchara (1989), est encore trés peu
étudié malgré la forte réactivité de ce compartintknsol. Ainsi, peu d’études de laboratoire
ou de terrain ont concerné les cellules bactéremoasidérées comme des biocolloides qui,
de part leur propriétés de surface, sont sujetara@mes processus physicochimiques que les
colloides inorganiques. Ces biocolloides subissemt plus des processus strictement
biologiques qui peuvent affecter leur réactivigyrl mobilité et par conséquent le transfert
associé de métaux (Sehal, 2004; Seret al, 2005; Foppen and Schijven, 2006). La surface
de ces colloides biotiques, tels que les bactéestsgénéralement chargée négativement et
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comporte de nombreux groupements fonctionnels ptibtes de fixer les métaux
cationiques. Pang et al.(2005) ont ainsi montrélgueésence de cellules Becoli augmente

la solubilité du Cd alors que les cellulesRlesubtilissemblent co-transporter le Cd. Chen et
al. (1995) ont fait le bilan de la mobilisation degtaux par des polymeres bactériens et ont
montré que des polyméres extracellulaires pouvaine utilisés pour décontaminer
efficacement les eaux souterraines et les solsigolbar des métaux. De méme, Yee et Fein
(2002), ont montré que sous certaines conditiongHiet de minéralogie, les cellules Be
subtilis sont mobiles et peuvent favoriser le transportcddmium sorbé sur leur surface.
Guiné et al. (2003) ont montré que les cellulesCdemetalliduransCH34 et deE. coli
K12DH50 accéléraient le transport du Zn et du Cd dans iliaurporeux simple et inerte : le
sable de Fontainebleau.

La mobilité des contaminants dans le sol dépentkudiedistribution entre la phase
solide immobile et la phase aqueuse mobile. Actost, il est admis que le transfert des
polluants dans les sols résulte du couplage de fpobcessus : le transport dissous, le
transport colloidal et les mécanismes de rétergiomla matrice (Sen et Khilar, 2006). Le
transport dissout dépend des mécanismes hydrodgoaeside convection et dispersion du
polluant, alors que le transport colloidal, lui eshtrélé d’une part par la mobilité colloidale
elle-méme et par les propriétés d’interactions dgatgon/accumulation) du polluant sur ces
colloides d’autre part. La mobilité des colloidépend d’'un grand nombre de parametres tels
que la taille et la concentration en colloideszdenposition du colloide, sa charge de surface,
le pH et la force ionique de la solution du sol,lawitesse d’écoulement de I'eau. Enfin, la
rétention des polluants dépend de plusieurs méuoasisphysico-chimiques qui sont
identiques aux meécanismes passifs identifiés pegoétent : il s’agit des phénomeénes
d’adsorption, de précipitation et de complexatibhllé et al, 1991; Sigget al, 2000; Sen
and Khilar, 2006). Le rble de ces différents mésaugis dans la mobilité des bactéries et dans
leur aptitude a mobiliser des polluants est tougeémcore trés peu documenté notamment
avec des cellules actives, en mélange ou en présienmixtures de polluants.

Pour mettre en évidence le role des biocolloidesébans dans la mobilisation des
métaux lourds, il faut donc considérer d’une past imécanismes de fixation des métaux sur
les cellules bactériennes, et d’autre part les mgoaes de mobilisation de ces cellules elles-
mémes. Dans ce contexte, nous avons évalué, dachapitre, la capacité de nos deux
bactéries modeles a faciliter le transport du Zdue€d, seuls ou en meélange. Pour cela, nous
avons étudié dans un premier temps le transpo@diat du Zn, seuls ou en mélange, a trois
concentrations différentes afin d’évaluer la maéilde ses métaux dans le milieu poreux
modele, le sable d’Hostun. Puis nous avons étuefiietl de la présence des bactéries sur le
transport de ces métaux. Enfin nous avons teméédjier les différents résultats de ce travalil,
obtenus a différentes échelles, par un essai delieation du transport colloidal des métaux
modéles avec une approche couplée Transport/Géigtiisant appel au logiciel PhreeqC.

V-2. Matériel et méthodes

V-2-1. Le dispositif expérimental de transfert

Les expériences de transfert ont été réaliséesagenfa mettre en évidence les
conditions pour lesquelles le transport des potkiamétalliques est favorisé par les colloides
bactériens, mais aussi le réle des colloides bhangdans la biolixiviation de métaux lourds
de sols contaminés. Le protocole de préparation a@dsnnes et le déroulement des
expériences sont identiques a ceux présentés e&tsbitre précédent (§ 1V-2-4).
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V-2-2. Méthodologie d’étude du transport du Zn et du Cd en
colonnes de sable d’'Hostun

Des expériences de transfert de zinc et de cadmnseuts ou en mélange ont été
réalisées avec le sable d’'Hostun. Les concentmagoncadmium et en zinc choisies sont de
10°, 10* et 5.10" M. Le pH des solutions d’injection a été mesuré@60,2. L’équivalent
d’'un volume de pore (environ 30mL) de ces solutian&té injecté dans la colonne saturée.
Cette injection est suivie de I'injection de 6 aolumes de pores d’eau distillée simulant une
forte pluie en régime d’écoulement permanent

V-2-3. Méthodologie d’étude du transport facilité du Zn etdu
Cd par les bactéries en colonne de sable d’Hostun

Des expériences de transfert des métaux et dexdmsl bactériens ont été effectuées
avec des concentrations variables de métal et &eotnation constante de cellules
bactériennes. Les concentrations cellulaires oét dftoisies pour garantir une mobilité
maximale des colloides bactériens au vu du chapitéeédent, mais aussi pour disposer
d’'une concentration en sites de surface qui sdativement proche pour les deux souches
bactériennes. Ainsi, les concentrations cellulairgsctées sont d’environ 5.3QFC mi*
pour C. metalliduransCH34 (soit environ 4.IHmoles de sites réactifs') et d’environ 1.19
UFC mil* pourE. coli K12DH5u (soit 6.10° moles de sites réactifs’). Deux concentrations
métalliques différentes et assez élevées ont éenues: 18 et 5.10°M. Pour ces
expériences, un créneau de solution métalliqueyaigmt a environ un volume de pore (30
mL), est injecté dans la colonne préalablementé&aten eau. Apres I'injection des métaux et
le lessivage de la colonne par environ 7 volumepdees d’eau distillée, un créneau de
cellules bactériennes est injecté afin d’évaluercdpacité des cellules a remobiliser les
métaux préalablement fixés a la matrice. Cetteciige est suivie de l'injection d’environ 3
volumes de pore d’eau distillée pour éluer le caénge cellules injectées. Les effluents sont
analysés pour suivre I'evolution des concentratweikulaires et métalliques ainsi que le pH.

V-2-4. Profils verticaux de concentration des métaux retams
dans les colonnes de sable d’Hostun.

En fin d’expérience de transfert des métaux (VA/10), nous avons caractérisé la
distribution verticale des métaux retenus dansidesd’Hostun. Pour cela, le sable est extrait
de la colonne puis découpé en sections de tailiantaentre 1.5 et 3 cm (Figure V-1). Les
métaux présents dans chaque fraction de sableestmaiits par deux lavages successifs a
I'acide nitrique 1 M, puis analysés en ICP-OESJPFOES Varian 720ES-OES).
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Figure V-1: Photographies montrant I'extraction etla découpe de colonnes de sable d’Hostun humide
aprés les expériences transport de métaux ou de hédes. Chaque tranche est ensuite récupérée
intégralement et conservée en flacon a 4°C avant alyse.

V-3. Modélisation du transfert des métaux en colonnes de
sable d’Hostun

V-3-1. Modélisation couplée transport hydrodynamique /
géochimie des métaux

La modélisation du transport des métaux par lelidas bactériens a été conduite
avec le logiciel PHREEQC for Windows - version 251ZWolery, 1992; Parkhurst and
Appelo, 1999). Ce logiciel intégre le couplage dé&nctions géochimiques et
convectives/dispersives du systeme étudié. En, gfREEQC reproduit numériqguement
I'équation de convection-dispersion (CDE) mono-disienelle, et résout en parallele la
spéciation chimiques des espéeces définies implgguée non dans le transport
(complexation/dissociation, précipitation/dissadati complexation de surface, équilibre
d’échange d'ions, etc...). Le modéle CDE prend empmte un écoulement homogéne de
solutés au sein du volume poral, régulé uniquenpamt les phénomeénes convectifs et
dispersifs. Il est basé sur le principe de consemvale la masse, qui traduit I'égalité entre la
variation du stock de solutés et la somme des dnttant et sortant. Il s’agit en fait de
résoudre I'équation différentielle (Eq IV-1) pouotre systéme expérimental qui est trop
complexe pour une résolution analytique du probl@o®é, raison pour laquelle nous nous
sommes tournés vers un code de transfert réacsa@lution numérique du probleme. La
modeélisation proposée est basée sur une disciétighi milieu étudié en cellules de réaction
successives dans lesquelles les différents mécasidm transport et les réactions chimiques
sont résolus séparément dans les cellules repadgenes étages de la colonne.
Conceptuellement, la colonne peut étre considéogdeme une série de réacteurs empilés.
PhreeqC utilise des banques de données thermodymesnidans lesquelles le code recherche
les réactions et les constantes nécessaires solatién du probléeme posé. En cas de besoin il
est possible de redéfinir des constantes, ou der dés espéces chimiques et méme des
composantes (un site réactif du sol non défini dansanque de donnée, par exemple). Ce
code est particulierement bien adapté a la modiéisdes expériences réalisées en colonne
de laboratoire et le principe de fonctionnementPthREEQC a été bien décrit par Février

- 150 -



V-3 Modélisation du transfert des métaux en colemi® sable d’Hostun

(2001). En pratique, I'espace est discrétisé etulesl de longueunz. Le coefficient de
dispersivité ¢ en m) du milieu poreux est spécifié dans chaglleleeApres chaque étape de
transport, PHREEQC calcule dans chaque cellule auvei état d’équilibre chimique en
prenant en compte toutes les réactions spécifiaesuilisateur, puis enregistre et déplace
d’un réacteur a l'autre les concentrations descasgpeobiles au pas de temps défini.

Les parametres hydrodynamiques du modele sont disipersivité, le coefficient
cinétique d'échange par diffusion moléculaire teheur en eau mobile (qui intervient dans
la vitesse de pore). A ces parametres hydrodynamsjqil faut rajouter des parametres
chimiques : les especes chimiques interagissantlagesolutés et solides et leur réactivité par
définition d’'une constante thermodynamique. Il ésgfalement possible de définir des
cinétiques de réaction et de transfert (non utili§e La définition du probléme de I'étude
nécessite donc un recensement préalable des di#éreréactions et parametres
chimiques suivants:

- la nature et la surface spécifique des soliddsilemet immobiles intervenant dans la
rétention. Sur cette base seront estimées les itépaéechange de protons et de métaux des
substrats réactifs,

- la spéciation des solutés en phase aqueuse,

Les parametres géochimiques ainsi déterminés derakms de base pour la
modélisation des interactions. Cette derniere plpasse, d'une part, par l'ajustement des
courbes d'élution théoriques calculées par PHREBQ@C courbes d'élution expérimentales
obtenues lors des essais de transfert des métadiawre part, par I'ajustement des profils de
concentration théoriques aux profils de concemnatiexpérimentaux obtenus en fin de
lessivage le long des colonnes.

V-3-2. Paramétrisation du modele couplé
hydrodynamique/géochimie

V-3-2-1. Modélisation du transport des métaux en colonne deable

d’Hostun

Pour la modélisation du transport des métaux, arsidére, dans un premier temps,
gu’il N’y a gqu’'un seul type de sites au niveau daratrice sableuse susceptible de fixer les
métaux, appelé S-SiOH, et caractérisé par lesiodacsuivantes :

-S_siOH& S _siOH log_ k1= 0.0 Eqg. V-1

-S _SIOH - H+& S _siO- log_ k2= 6.3 Eq. V-2

-S_siOH + Me+2 - H¥> S_siOMe+ log_k3 = a définir pour chaque mékal.v-3
Avec Me correspondant a un cation métallique (Zi€dwans notre étude).

Ce site représente I'ensemble des sites existal@sarface de la matrice : groupes
silanols, groupes fonctionnels carboxyles, amipégnols de la MO, sites hydroxyles des
oxydes Fe/Mn... L'objectif du travail n’est pas diéterminer précisément la nature des sites
fixant les métaux sous forme libre dans la colomnais plutbt de déterminer les mécanismes
de sorption et d’élaborer un modele de transfexttifemacroscopique. Pour cela la définition
d’un seul site complexant nous semble pertinenams’ensemble des expériences le pH est
resté relativement constant avec une faible vanaéintre 5.9 et 6.2. Ceci signifie que les
constantes métalliques (log)kproduisent une spéciation unique des métaux potre
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valeur de pH. La capacité d’échange protoniquddatas sites (concentration totale) et les
constantes de complexation sont a ajuster par ealagla courbe modéle sur les données
expérimentales. Pour chaque métal, une concentratimle de sitesTgion) ainsi que les
constantes de réaction entre ces sites et les m@tay ks) doivent ainsi étre ajustées. Pour
cela, on suit I'évolution de la masse de métal &l{Ms 9 des colonnes de sable d’Hostun,
normalisée par la masse totale introduit,(Mie métal dans la colonne en fonction du volume
ecoulé (V) (Figure V-2).
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Figure V-2: Exemple d’évolution de la masse normadiee (Myuee/ M) du métal éluée en fonction de V/VO
en condition de saturation des sites de rétention.

L’étude de ces courbes permet d’évaluer la capadtiehange de la matrice pour le
métal étudié. En effet, dans le cas ou on aurtetratla saturation des sites de rétention, la
concentration totale de sites et la constante aetioh entre le métal et les sites de rétention
sont alors conditionnées par la hauteur du plagégoar le front montant de la courbe. Ces 2

parametres peuvent ainsi étre déterminés avec raralg précision a partir des données
experimentales.

V-3-2-2. Modélisation du transport des bactéries en colonnde sable

d'Hostun

La modélisation du transfert réactif en présence libctéries nécessite au minimum
l'introduction de deux processus de sorption suppl#aires. Premierement les métaux
pourront désormais se fixer soit sur les sites ilmitas, soit sur les sites des parois
bactériennes (ou du cytoplasme). Deuxiemementbéetéries peuvent elles-mémes étre
immobilisées, et ce avec leur charge de métauxotdms. Ce deuxiéme processus rencontre
un probleme de limitation du code Phreeqc qui nég pas définir des solides mobiles. Pour
modéliser le transport de bactéries dans Phreeg(dctéries sont ainsi considérées comme
un ensemble de ligands modéles dissous. Nous alants définit un site bactérien unique
nommeé Cc (E: sa concentration totale) représentant ce ligamtéban et échangeant des
protons et des métaux avec la solution, et pousariixer sur la phase immobile. Ce groupe
fonctionnel bactérien représente en fait une foactéactive d’une bactérie. La rétention des
bactéries sur la phase immobile requiert la débinitd’un autre site acceptant les ligands
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bactériens sur la matrice. On introduit donc ure %_b), et une concentration totale
correspondantesp retenant Cc par complexation. Ceci revient domeoaéliser la rétention
des bactéries par un processus thermodynamiquerpigos. Il va de soit que ce modele est
tres simplifié¢ en vue des processus complexes qu@d dans la rétention des bactéries
comme cela a été montré au Chapitre IV. La constdatsorption de ce site ainsi que sa
concentration totale sont donc sans fondement ghgsét seront nécessairement déterminé
par calage aux données expérimentales. Par ajlleungaction d'immobilisation du site
bactérien ne doit pas modifier le cadmium et l& Ahles protons associés au ligand (dans la
mesure ou l'on considere que la sorption de laédmctn’affecte pas son chargement en
protons et en métal).

Dans la modélisation, retenue pour calculer lespart des cellules bactériennes, nous
ne considérons donc qu’un seul groupe fonction@e) Qui contréle la rétention des ligands
bactériens sur la matrice du sol. Comme pour letaume¢ il est nécessaire d’ajuster la
concentration de sites de rétention ainsi quedestantes de réactions entre la matrice et les
ligands bactériens. Pour cela, nous ajustons mot@ele sur les données expérimentales en
nous intéressant a I'évolution de la masse desadigdactériens éluée (M normalisée par
la quantité totale de ligands bactériens introd(lifle;) en fonction de V/Y pour les deux
bactéries modeles, a partir des expériences depwandes cellules bactériennes dans le sable
d’Hostun obtenues dans le Chapitre précédent (Eily#16 et Tableau IV-2).

V-4. Résultats

Afin d'étudier I'effet des bactéries sur le transfde Cd et Zn, nous avons d’abord
caractérisé les courbes d'élution des deux métaulssafin de déterminer les mécanismes
d’interactions du Cd et du Zn avec le milieu poretnsuite nous avons caractérisé la
distribution des métaux retenus dans la matrical@enl’expérience de transfert aux trois
concentrations métalliques testées® 110* et 5 10°'M.

V-4-1. Etude et modélisation du transport du cadmium et du
zinc en colonne de sable d’Hostun

V-4-1-1. Cas des métaux seuls

Le Tableau V-1 présente les conditions expérimestaitiisées dans les essais de
transfert du zinc et du cadmium en colonnes deesdllostun aux trois concentrations
d’étude (Une colonne préparée pour chaque essai).
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Tableau V-1: Conditions expérimentales et parametre des essais de transfert du zinc ou du cadmium et
des profils de concentrations du zinc ou du cadmiurdans les colonnes de sable d’'Hostun.

Cadmium Zinc
Concentration métallique (mol L™) 10® 10™ 510" 10° 10" 510"
Volume pore (mL) 34 33.3 34.3 33.8 33.6 34.2
Dispersivité (cm) 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
Masse de métal injectée (ug) 33 366 2243 18.2 168 1315
I\:]j’e“é?;‘; ?nif)o'“tion métallique 33.3 303 326 29.7 29.5 34.3
;I;Z) de métal dans les effluents 0 0 272 0 0 234
g;/Fj) de metal retenu dans le sable g4, 912  65.2 81.9 94.7 66.4
Bilan de masse métal (%) 98.2 91.2 92.4 81.9 94.7 89.7

Les profils de concentration du Cd et du Zn retedass les colonnes de sable
d’Hostun apres lessivage des colonnes avec 8 vslalagores d’eau sont présentés dans la
Figure V-3. On observe une évolution des profilscdacentration avec 'augmentation de la
concentration d’injection (Figure V-3). Aux dewuplfaibles concentrations, les deux métaux
sont retenus dans les premiers centimétres dddar@mce qui a justifié de réaliser des essais
de transfert & une concentration plus élevée M 0Ceci a permis de saturer totalement les
sites de rétention et de permettre I'élution desamé et ainsi d’ajuster les paramétres de
modélisation, comme expliqué précédemment. Les ltaésu montrent que plus la
concentration métallique est élevée plus les mésmnt transportés profondément dans le
sable. Les résultats montrent clairement qu'en angamt la concentration en métaux, on
arrive a saturer le sable jusqu’a obtenir un praddilconcentration vertical constant et égal a
environ 0.1 pumoles de métal retenu par gramme b& sec indiquant une répartition
homogene des sites de rétention au niveau de licenaableuse.
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Figure V-3 : Profils de concentration solide du Zn(A) et du Cd (B) en colonnes de sable d’'Hostun, aps
injection de solution de métaux & 18, 10* et 5 10" M. Les profils ont été mesurés aprés écoulement @
volumes de pores d’eau déminéralisée.

" TR= taux de récupération
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Figure V-4 : Courbes d'élution mesurées du Zn (A) du Cd (B), injectés a 10, 10* et 5 10* M, en
colonnes de sable d'Hostun.

La Figure V-4 montre qu'aux deux concentrations pass faibles (10 et 10*M),
aucune trace de cadmium ou de zinc n'a pu étretdéten sortie de colonne aprés le passage
de 8 volumes de pores d’eau. Ces résultats confiromge rétention totale des deux métaux
introduits. Ce n’est qu'a partir d’'une concentratidinjection de 5 1dM que I'on observe
I'élution des deux métaux, environ 27% du Cd et 28%Zn injectés, indiquant ainsi la
saturation des sites de rétention des métaux @ansolonnes, en accord avec les profils de
concentration du Cd et du Zn observés dans la &igt8. Les taux de récupération en sortie
de colonne ainsi calculés sont présentés dansbdiediaV-1. On remarque que les courbes
d’élution et les profils de rétention de Cd et de sont trés proches méme si le Zn semble
plus fortement retenu que le Cd. Ces résultatgjiratit que la rétention du Zn et du Cd peut
étre modélisée avec des constantes de sorptioesetiehsités de sites trés proches pour les
deux métaux. A la plus forte concentration, le nmemthe sites de rétention présents sur la
matrice n’est pas suffisant pour retenir la tofatit Cd ou du Zn injectés ce qui induit leur
élution partielle. Les profils verticaux de rétentimesurés en fin d’expérience montrent une
répartition homogene des deux métaux modeles dacsdnne. Ceci indique une répartition
homogéene des sites de rétention le long de la neldenviron 0.1 pmoles/ g sable sec)
montrant ainsi que le sable d’Hostun présente @aetivité assez importante vis-a-vis du Cd
et du Zn, et en tout cas bien plus importante gusable de Fontainebleau (Guiné et al.,
2003). Dans les conditions expérimentales testgds6( et force ionique faible), les deux
métaux retenus sont fixés a la matrice de maniégedrsible et on observe un lessivage que
lorsque la totalité des sites de rétention estp@eulLe passage de plusieurs volumes de pores
d’eau distillée ne permet pas de remobiliser lee€de Zn retenus de maniére irréversible
dans le sable.

V-4-1-2. Cas des métaux en mélange

Des expériences de transfert ont été réalisées lédansiémes conditions avec un
mélange des deux métaux modeéles pour évaluer fiets gotentiels de compétition ou de
synergie entre le zinc et le cadmium sur leur parts Les conditions expérimentales de
transport du Cd et du Zn en mélange en colonneadke s’'Hostun sont présentées dans le
Tableau V-2.
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Tableau V-2 : Conditions expérimentales et paramétrs des essais de transfert du zinc et du cadmium en
mélange et des profils de concentrations du zinc adu cadmium en mélange dans les colonnes de sable
d’Hostun.

Cadmium en mélange Zinc en mélange

Concentration métallique (mol L™) 10" 510" 10" 510"
Volume pore (mL) 32.6 33.6 32.6 33.6
Dispersivité (cm) 0.04 0.04 0.04 0.04
Masse de métal injectée (ug) 291 2049 178 1203
yplurr]e de solution métallique 30.2 405 30.2 205
injectée (mL)

TR’ de métal dans les effluents (%) 0 59.2 0 58.4
TR de métal retenu dans le sable 98.2 241 99.1 258
(%)

Bilan de masse métal (%) 98.2 83.2 99.1 84.2

Les courbes de percée du Cd et du Zn en mélangeewx concentrations d’étude
(10* et 5 10°'M), ainsi que les profils de rétention dans leoonks de sable d’Hostun sont
présentés dans la Figure V-5. Compte tenu de lee fa¥tention des métaux observée
précédemment, nous avons choisi de réaliser legriexgges de transfert de métaux en
mélange, avec ou sans bactéries, seulement auxpliesixortes concentrations. Les courbes
de percée du Zn et du Cd en mélange ainsi quertddspde rétention, ont une forme
similaire pour les deux métaux, indiquant que lécamismes de transport et les interactions
avec la matrice sont similaires. L'injection desixienétaux en mélange augmente et accélere
leur transport par rapport aux cas mono-métalligdésrits précédemment. Ce résultat
s’explique par la plus rapide saturation des slesétention des métaux qui semblent étre les
mémes pour les deux métaux, contribuant ainsi enanter leur concentration en solution et
donc leur mobilité. Pour cette raison, méme a U fpible concentration, les deux métaux
saturent le sable beaucoup plus profondément dam®lbnne lorsqu’ils sont injectés en
mélange. Les taux de récupérations des deux métasortie de colonne sont ainsi doublés
lorsque les deux métaux sont injectés en mélargdirmant ainsi la rapide saturation des
sites de rétention en métaux et la compétition pesisites de sorption. Les bilans de masse
calculés en conditions de mélange sont de 59.2%ee68.4% pour le Cd et le Zn,
respectivement. lls étaient de 27% et de 23% po@d et le Zn injectés seuls dans le sable.
On note qu’en conditions de mélange, les concénrsitde Cd et de Zn retenues dans la
colonne sont d’environ 0.5 pmoles par gramme dies#t, soit la moitié de celles mesurées
avec les métaux seuls. Ceci est en accord avecaoegsus de compétition de ceux deux
métaux pour les sites de rétention au niveau cdealice et indique que le Zn et le Cd sont
bien retenus sur les mémes sites réactifs au nieda matrice.

" TR= taux de récupération
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Figure V-5 : Courbes d'élution du Zn (A) et du Cd 8) et profils de rétention du Zn (C) du Cd (D) en
colonnes de sable d’Hostun, injectés en conditiome mélange & 19 (symbole gris) et 5 10 M (symbole
noir), mesurés apres écoulement de 8 volumes de psrd’eau distillée.

V-4-1-3. Modélisation du transport du Cd et du Zn seuls ou e
mélange en colonnes de sable d’Hostun

Les résultats expérimentaux obtenus montrent que goplus forte concentration
métallique d'injection (5 16M) on atteint une saturation des sites de réterimur les deux
métaux menant a I'élution d’'une partie des métaux retenus par la matrice faute de sites de
rétention libres. Comme expliqué dans le paragraffBeon peut alors ajuster les parametres
du modéle a partir des données expérimentalesraparant I'évolution de la masse de métal
éluée, normalisée par la masse totale injectédorastion de V/\4 (Figure V-6). Cela nous
permet de quantifier la concentration de sitego(}) ainsi que les constantes de complexation
entre ces sites et le Cd et le Zn (pK3).
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Figure V-6: Evolution de la masse de cadmium et deinc (5 10°M) éluée des colonnes de sable d’Hostun
en fonction de V/VO normalisée par la masse injeaté

Pour le cadmium et le zinc, les parametres présedé@s le Tableau V-3 ont été
obtenus par calage du modéle avec les donnéesraepéales du transport du Cd et du Zn a
5 10°M. A partir de ces paramétres, nous avons modiéis@nsport du Cd et du Zn (courbe
d’élution et profils de concentration verticaux)updes trois concentrations d’étude. Les
courbes de percée ainsi que les profils de coratérir modélisés sont présentés dans la
Figure V-6.
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Figure V-7 : Courbes d'élution du Zn (A) et du Cd C), injectés & 10, 10* et 5 10" M, et profils de
concentration verticaux du Zn (B) et du Cd (D) en alonnes de sable d’Hostun, mesurés aprés écoulement
de 8 volumes de pores d’'eau distillée. Les symbolesrrespondent aux points expérimentaux, les lignes
correspondent aux courbes calculées avec PhreeqC efilisant les parametres présentés dans le Tableau
V-3.
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On note que le modele reproduit de maniere sateifité les données et permet ainsi
de reproduire correctement les courbes d’élutimsiajue les profils de concentrations du
zinc et du cadmium retenus dans la colonne de shHIestun pour les trois concentrations
d’étude.Le modéle simule correctement I'absencéutitd de Cd et de Zn aux deux plus
faibles concentrations. Pour la plus forte conegiun, les bilans de masse de Cd et de Zn
élués calculés sont proches de ceux mesurés exgddl@ment pour les deux métaux,
validant ainsi notre jeu de parametres. Les coudlegsercée et les profils de rétention du Zn
et du Cd sont trés proches confirmant que le tamspe ces deux métaux dans le sable
d’Hostun peuvent étre modélisés avec des constdetaesrption et des densités de sites tres
proches pour les deux métaux Les valeurs $i§Fn et de Eion-ce sont proches, confirmant
que les sites ou se fixent le Zn et le Cd sonserablablement les mémes.

Concernant la modélisation du transport du Cd efrden mélange, nous avons ajusté
les courbes expérimentales a partir des concemtgatiotales de sites de rétention du Cd
Nous n’avons introduit qu’'un seul type de site deemtion sur la matrice. La Figure V-8
présente I'évolution des masses de Cd et de Zregluormalisées par les masses totales
injectées, en fonction de V{§Vmesurées et calculées. Ces résultats montrent egie |
parametres ajustés sur les essais réalisés avecelasix seuls permettent de reproduire le
transport du Cd et du Zn en mélange.
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Figure V-8: Evolution de la masse normalisée par lansse injectée de cadmium et du zinc en conditiods
mélange (5 10M) éluée des colonnes de sable d’Hostun en fonctide V/VO.

A partir de ces parametres, nous avons donc meédélisansport (courbe d’élution et
profils de rétention) du Cd et du Zn en mélanger pesideux concentrations d’étude (Figure
V-9). Les résultats satisfaisants obtenus en ne decriggnh seul type de sites de rétention
au niveau de matrice confirment que les deux métirent bien en compétition pour les
mémes sites de rétention. Toutefois, la forme desbes de percée ainsi que les profils de
rétention modélisés ne correspondent pas touttaadxi courbes expérimentales, indiquant
sans doute I'existence d’autres types d’interastientre les deux métaux et la matrice non
prises en compte par notre modélisation, assezistep
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Figure V-9 : Courbes d’élution du Zn (A) et du Cd C), injectés en mélange & 1bet 5 10" M, et profils de
concentration verticaux du Zn (B) et du Cd (D) en alonnes de sable d’Hostun, mesurés aprés écoulement
de 8 volumes de pores d’'eau distillée. Les symbolesrrespondent aux points expérimentaux, les lignes
correspondent aux courbes calculées avec PhreeqC efilisant les parametres présentés dans le Tableau
V-3.

Le Tableau V-3 résume les paramétres de modélsajustés pour décrire le
transport réactif du Zn et du Cd, seuls ou en ng&laen colonnes de sable d’'Hostun. Ces
parametres seront utilisés par la suite, pour ldétsation des essais de transport des deux
meétaux en présence de bactéries sans autre ajusteme

Tableau V-3 : Paramétres de modélisation calés avdajustement des courbes de percée du zinc ou du
cadmium, seul ou en mélange, et des profils de réten du zinc ou du cadmium dans les colonnes delda
d’'Hostun.

Cadmium Zinc Cadmium en mélange Zinc en mélange
Dispersivité (cm) 0.04 0.04 0.04 0.04
[TSIOH] moles de sites L ™ 350 10°® 380 10°° 350 10°® 350 10°®
Log_k3 (Eq. V-3) 15 15 15 15
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V-5. Effet de la présence de bactéries sur le transpordu
cadmium et du zinc en colonne de sable d’'Hostun

V-5-1. Effet de Cupriavidus metallidurans CH34

V-5-1-1. Cas des pollutions mono-métalliques de Zn et de Cd

Le Tableau V-4 présente les conditions expérimestaitiisées dans les essais de
transfert du zinc et du cadmium en présence dalesldeC. metalliduransCH34. Les tests
préliminaires & la plus faible concentration TM) ne s’étant pas avérés intéressants en raison
d’'une trop forte rétention des métaux dans la awpmous avons choisi de réaliser les
expériences de transfert de métaux en présencealéries seulement aux deux plus forte
concentrations métalliques, soit @t 5.10'M. On note que lors de ces essais les taux de
récupération de métaux mesurés pour les deux métmbsatisfaisants et toujours supérieurs

a 90%.

Tableau V-4 : Conditions expérimentales des essaie transfert du Zn ou du Cd réalisés en présence de
cellules deCupriavidus metalliduransCH34 (4 1§ UFC/mL) et des profils de concentrations des métau

dans les colonnes de sable d’Hostun.

Métal Cadmium Zinc

Volume de pore (mL) 34.7 34.6 33.7 33.4
Volume injecté (mL) 32.7 30.2 29.3 29.0
Quantité de métal injectée (en ug) 383 1789 208 981

Concentration de métal injectée (mol/L)

1.0 10* 5310

1.110™ 5210

Concentration initiale de bactéries (UFC/mL) 4.410° 4.0 10° 6.6 10° 4.0 10°
Concentratlpn initiale de sites sur les bactéries 24 10% 2010% 4610° 2010*
(moles de sites de surface/L)

TR de bactéries (%) 68.7 63.9 70.1 63.2
TR de rpgtal dans les effluents avant injection 0.0 211 0.0 6.7
de bactérie (%)

TR de mgtal dans les effluents aprés injection 05 245 13 10.8
de bactérie (%)

TR de métal retenu dans le sable en fin

d’essai de transfert (%) 92.5 65.6 96.6 79.3
Bilan de masse métal (%) 93.0 90.1 98.0 91.1

Les Figures V-10 et V-11 présentent les profilgigaux de concentration de Cd et de
Zn, aux deux concentrations d’étude, ainsi quedesbes d’élution des deux métaux mesurés

lors des expériences de transport en présenCe ahetalliduransCH34.

" TR = Taux de récupération
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Les profils de concentration des deux métaux, ptésesur les Figures V-10 et V-11,
montrent que, pour les deux concentrations meétasq I'injection de cellules de&.
metalliduransCH34 dans le sable contaminé modifie la distrinutilu Cd et du Zn retenus
dans la colonne de sable. En effet on observe wiglisation des métaux retenus dans les
premiers centimetres que l'on retrouve dans le dmda colonne apres le passage des
bactéries. De plus on observe, a la plus forte exttination, que la quantité de sites de
rétention métallique augmente dans les derniersneetnes de la colonne (> 0.1 pmoles de
métal retenu par gramme de sable sec) indiqguaahgupart des métaux doit étre retenues sur
les cellules elles méme retenues dans la colompdiigeant 'augmentation de la capacité de
rétention. Une mesure des profils de concentratides cellules bactériennes (que nous
n'avons pu réaliser faute de temps) pourrait cordircet effet. Ces résultats montrent que la
présence d€. metalliduransCH34 induit un effet sur la mobilité du cadmiumdet zinc
retenus de maniére irréversible dans le sableetzanche les courbes d’élution montrent que
I'injection d’'un créneau de cellules d& metalliduransCH34 ne permet pas de mobiliser
suffisamment les métaux pour observer leur éluti@m.note tout de méme qu’a la plus forte
concentration I'injection de cellules @ metalliduransCH34 induit une légére élution du Cd
(0.5% du cadmium initialement injecté) et du Zn3¢4.du zinc initialement injecté). Ces
résultats confirment que la présenceGlemetalliduransCH34 modifie la mobilité de ces
deux métaux dans les colonnes de sable d’Hostufirro@amt les résultats des profils
verticaux de concentration. Les bilans de massecd#ales deC. metalliduransCH34
mesureés en sortie de colonne sont proches de dmexv@s lors des expériences de transfert
des bactéries seules indiquant que la présenceétiumdans la colonne n’affecte pas le
transport des cellules de. metalliduransCH34 (Tableau V-4). Des mesures de pH dans les
effluents de colonne montrent que l'injection d'aneau de cellules dé. metallidurans
CH34 n’a pas d’effet significatif sur le pH qui testable (6.2 0.2).
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Figure V-10: Profils verticaux de concentration mesrés de Cd, injectés a 1M et 5 10°M, dans les
colonnes de sable d’Hostun avant (V/VO = 0) et aps&(V/VO = 4) injection des cellules d€upriavidus
metallidurans CH34 et courbes d’élution du Cd en colonne de sabb’Hostun, injectés a 10M et 5 10°M &
VIVO = -7, en présence de cellules dBupriavidus metalliduransCH34 injectées a 5 1DUFC/mL & V/VO =
0.
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Figure V-11 : Profils verticaux de concentration meurés de Zn, injectés a ItM et 5 10°M, dans les
colonnes de sable d’Hostun avant (V/VO = 0) et aps&(V/VO = 4) injection des cellules de€upriavidus
metallidurans CH34 et courbes d’élution du Zn en colonne de sabkb’Hostun, injectés a 10M et 5 10°M &
V/VO = -7, en présence de cellules d@upriavidus metalliduransCH34 injectées a 5 1DUFC/mL a V/V0= 0

V-5-1-2. Cas du cadmium et du zinc en mélange

Le Tableau V-5 présente les principales conditierpérimentales des essais de
transport du Cd et du Zn en mélange réalisées éepce deC. metalliduransCH34 en
colonne de sable d’'Hostun. On note que les tawéclgpération des métaux sont satisfaisants
et toujours supérieur a 89%.

Les Figures V-12 et V-13 présentent les profilgdigaux de concentration de Cd et de
Zn, aux deux concentrations d’étude, ainsi quedesbes d’élution des deux métaux mesurés
lors des expériences de transport de Cd et de Znédsmge en présence @e metallidurans
CH34. Les résultats obtenus montrent une modifinatimportante des profils de
concentrations des métaux retenus dans la colamiguant que la présence des cellules de
C. metalliduransCH34 induit la remobilisation de ces deux métan&me en mélange. Ceci
se traduit par un transfert d’'une partie des métatenus dans les premiers centimétres vers
le bas de la colonne pour les deux concentratiaitalligues. Ces résultats confirment I'effet
des cellules d€. metallidurangCH34 sur la mobilité des deux métaux modéles qtriaskuiit
par un déplacement du Cd et du Zn en profondeus @ancolonnes. De méme que lors des
expériences realisées avec les métaux injectéss,séinjection de cellules deC.
metallidurans CH34 induit une remobilisation des métaux le lahg la colonne mais
insuffisante pour permettre leur élution, mémeipbet a la plus faible concentration.
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Tableau V-5: Conditions expérimentales des essai® dransfert du Zn et du Cd en mélange réalisés en
présence de cellules d€upriavidus metalliduransCH34 (5 1§ UFC/mL) et des profils de concentrations
des métaux dans les colonnes de sable d’'Hostun.

Métal Cadmium (Mélange) Zinc (Mélange)
Volume de pore (mL) 34.4 33.7 34.4 33.7
Volume injecté (mL) 30.8 30.6 30.8 30.6
Quantité de métal injectée (en ug) 365 1748 254 1027
Concentration de métal injectée (mol/L) 1.0 10" 5.110" 1.310™ 5.110"
Concentration initiale de bactéries 8 8 8 8
(UFC/mL) 4.7 10 3.910 4.7 10 3.910
Conge'ntratlon initiale .de sites sur les 2710% 2110 2710% 2110%
bactéries (moles de sites de surface/L)
TR’ de bactéries (%) 66.1 60.4 66.1 60.4
TR d.e métal dan,slles effluents avant 0.00 61.3 0.00 60.8
injection de bactérie (%)
TR’ de métal dans les effluents apres
injection de bactérie (%) 0.4 62.1 0.7 63.5
TR de métal retenu dans le sable en fin
d’essai de transfert (%) 95.4 21.3 95.6 313
Bilan de masse métal (%) 95.7 89.4 96.3 94.8
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Figure V-12: Profils verticaux de concentration mesrés de Cd, injectés en mélange a 91 et 5 10*M,
dans les colonnes de sable d’Hostun avant (V/VO =) @t aprés (V/VO = 4) injection des cellules de
Cupriavidus metalliduransCH34 et courbes d’élution du Cd en colonne de sabld’Hostun, injectés en
mélange a 10M et 5 10°M & V/VO = -7, en présence de cellules d8upriavidus metalliduransCH34
injectées a5 1HUFC/mL a V/VO = 0.

" TR = Taux de récupération
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Figure V-13 : Profils verticaux de concentration mseurés de Zn, injectés en mélange a 1l et 5 10"M,
dans les colonnes de sable d’Hostun avant (V/VO =) @t aprés (V/VO = 4) injection des cellules de
Cupriavidus metalliduransCH34 et courbes d’élution du Zn en colonne de sabld’Hostun, injectés en
mélange & 10M et 5 10°M a V/VO = -7, en présence de cellules d@upriavidus metalliduransCH34
injectées a5 1HUFC/mL & V/VO = 0.

A la plus forte concentration, on note une légdgian des deux métaux apres
I'injection des cellules d€. metalliduransCH34. En effet, 1.2% et 2.7 % de la quantité de
métal injectée peuvent étre mesurés dans les efflude colonne aprées linjection des
bactéries pour le Cd et le Zn, respectivement. @e que les quantités de Cd et de Zn sont
éluées dans le méme timing que les bactéries owanfir I'effet des cellules bactériennes sur
la mobilité des deux métaux modeles préalablemstiehu de maniére irréversible dans les
colonnes de sable d’Hostun. Il semble égalementlajpeésence des métaux dans le milieu
ne modifie pas le transport des cellules @e metalliduransCH34 en accord avec ses
capacités de résistance.

V-5-2. Etude du transport du cadmium et du zinc par
Escherichia coli K12DH%

V-5-2-1. Cas des pollutions mono-métalliques de Zn et de Cd

Le Tableau V-6 présente les conditions expérimestaltilisées dans les essais de
transfert du zinc et du cadmium en présence delesldeE. coli K12Dh5w en colonne de
sable d’Hostun. Les taux de récupération des métiuns ces essais sont satisfaisants et
toujours supérieurs a 89%.
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Tableau V-6: Conditions expérimentales des essai® dransfert du Zn ou du Cd réalisés en présence de
cellules deEscherichia coliK12DH5a (5 1¢ UFC/mL) et des profils de concentrations des métaudans les
colonnes de sable d'Hostun.

Métal Cadmium Zinc

Volume de pore (mL) 35.1 34.5 35.0 33.8
Volume injecté (mL) 30.7 30.4 30.4 33.3
Quantité de métal injectée (en ug) 307 1861 254 1086
Concentration de métal injectée (mol/L) 8.910° 5.410" 1.310™ 5.010*
Concentration initiale de bactéries (UFC/mL) 1.0 10° 1.0 10° 9.0 10° 1.110°
Concfe'ntratlon initiale .de sites sur les 7210% 7610 6.2 10 8.2 10"
bactéries (moles de sites de surface/L)

TR’ de bactérie (%) 89.1 85.9 87.7 82.2
TR d.e métal dan,slles effluents avant 0.00 18.9 0.00 11.1
injection de bactérie (%)

TR’ de métal dans les effluents apres

injection de bactérie (%) 0.57 63.5 03 63.0
TR de métal retenu dans le sable en fin

d’essai de transfert (%) 89.3 212 97.6 25.7
Bilan de masse métal (%) 89.8 94.7 97.9 88.7

Les Figures V-14 et V-15 présentent les profilgigaux de concentration de Cd et de
Zn, aux deux concentrations d’étude, ainsi quedesbes d’élution des deux métaux mesurés
lors des expériences de transport en présende. @eli K12DH5u. Les résultats obtenus
montrent une modification importante des profils dencentration par rapport aux
expériences menées en absence de bactérie. Liomjatd cellules d&. coli K12DHa induit
une migration en profondeur des deux métaux comela avait été observé dans une
moindre mesure, pou. metalliduransCH34, indiquant une remobilisation importante des
métaux. L’injection de cellules d&. coli K12DHa, sous forme de créneau, induit une forte
diminution des teneurs en métaux retenus dansrkgig@rs centimetres et une migration
importante du front métallique dans les colonnesettet, a la plus faible concentration, on
détecte la présence de Cd et de Zn jusque darmetaiers centimétres des colonnes, alors
gu’il ne migre pas plus bas que de 8cm sans bastéA la plus forte concentration, on
observe une forte diminution des quantités de Cthetetenues dans les colonnes en accord
avec les résultats précédents. De plus on remaggeele haut de la colonne ne contient
qguasiment plus de Cd ou de Zn indiguant que lesaumétau passage des cellules, sont
remobilisé puis retenus plus profondément et adlesisuite jusqu'a étre élué hors de la
colonne. Ces résultats indiquent que les celluéek.doli K12DH50 ont un effet important
sur la mobilité du Cd et du Zn retenus dans leesabl

" TR= Taux de Récupération
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Figure V-14 : Profils verticaux de concentration meurés de Cd, injectés & ItM et 5 10°M, dans les
colonnes de sable d’Hostun avant (V/VO = 0) et apsgV/VO = 4) injection des cellules d&scherichia coli
K12DH5a et courbes d’élution du Cd en colonne de sable ddstun, injectés a 10M et 5 10°M a V/VO = -
7, en présence de cellules d&scherichia coliK12DH5a injectées & 1 UFC/mL a V/VO = 0.
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Figure V-15 : Profils verticaux de concentration meurés de Zn, injectés a ItM et 5 10°M, dans les
colonnes de sable d’Hostun avant (V/VO = 0) et apsgV/VO = 4) injection des cellules d&scherichia coli
K12DH5a et courbes d’élution du Zn en colonne de sable dstun, injectés a 10M et 5 10°M a V/VO = -
7, en présence de cellules d&scherichia coliK12DH5a injectées & 1 UFC/mL a V/VO = 0.
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Les courbes d’élution montrent qu’'a la plus faibtecentration testée, 'injection de
cellules deE. coli K12DHo sous forme d'un créneau ne permet pas de remabilis
suffisamment les métaux retenus dans la colonne Ipssiver le Cd ou le Zn, comme déja
observé pouC. metalliduransCH34. Les résultats montrent qu’'a la plus fortacemtration
métallique, les cellules dé&. coli K12Dh% remobilisent fortement le Cd et le Zn
irréversiblement fixé a la matrice sableuse. Envid6% de Cd et 52% de Zn préalablement
retenus sont lessivés apres le passage des bact@gecourbes de percée montrent que les
métaux et les bactéries sortent de la colonne lav@&me timing, indiquant un mécanisme de
transport facilité¢ de Cd et de Zn par les celluesE. coli K12Dh%. De plus, aux deux
concentrations d’étude, les deux métaux n'ont pefed significatif sur le transport dE.
coli K12DHa. En effet, les taux de récupération de cellule& deoli K12DHa mesurés sont
proches de ceux mesurés dans le chapitre IV ldes®ais de transfert réalisé en absence de
métal (Tableau V-6). Des mesures du pH dans ldgeets indiquent que les cellules ne
semblent pas modifier le pH du milieu.

V-5-2-2. Cas du Cd et du Zn en mélange

Le Tableau V-7 présente les conditions expérimeatdés essais de transport du Cd et
du Zn en mélange réalisées avec injection de eslldéE.coli K12Dh5 dans les colonnes de
sable d'Hostun. Les pourcentages de métaux eluésxwaits sont satisfaisants et toujours
supérieurs a 94%.

Tableau V-7: Conditions expérimentales des essai® dransfert du Zn et du Cd en mélange réalisés en
présence de cellules d&scherichia coliK12DH5a (5 1¢ UFC/mL) et des profils de concentrations des
métaux dans les colonnes de sable d’'Hostun.

Métal Cadmium en mélange Zinc en mélange
Volume de pore (mL) 34.1 33.8 34.1 33.8
Volume injecté (mL) 29.5 29.4 29.5 29.4
Quantité de métal injectée (en pg) 383 1786 260 1045
Concentration de métal injectée (mol/L) 1.2 10" 5.410" 1.310* 5.410°
Concentration de bactérie initiale (UFC/mL) 7.110° 1.2 10° 71100 1.210°
gonge_ntration initiale .de sites sur les 4.7 10 8.5 10" 4710* 8510%
actéries (moles de sites de surface/l)
TR’ de bactérie mesuré (%) 74.9 63.7 74.9 63.7
Lic?iirgéag)g?gﬁ;e(&?ns les effluents avant 0.0 168 0.0 493
Lﬁc?ii?dééakl)gxgrlij;é(&f)ms les effluents apres 01 820 0.03 80.3
IRentm e e se S 091 n2s see 154
Bilan de masse métal (%) 98.2 94.6 96.6 95.7

" TR = Taux de Récupération
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Les Figures V-16 et V-17 présentent les profilgdigaux de concentration de Cd et de
Zn, aux deux concentrations d’étude, ainsi quedesbes d’élution des deux métaux mesurés
lors des expériences de transport de cd et de Zmééange en présence Hecoli K12DH5a.

L’étude des profils de concentration du Cd et du afmes l'injection dekE. coli
K12DH50, montre qu’a la plus faible concentration, la pr&e des bactéries entraine une
remobilisation importante du Cd et du Zn préalal@etiretenus dans les colonnes, qui se
traduit par un déplacement en profondeur des degbtaur, comme observé avec les essais
réalisés en conditions mono-métalliques. Les wafd concentration du Cd et du Zn mesurés
pour la plus forte concentration d’injection, confent I'effet important des cellules de
coli K12DH5a sur la mobilité du Cd et du Zn, injectés en métamtans les colonnes de sable
d’'Hostun. En effet apres le passage des bactdries, reste plus qu’'une faible quantité de
métal retenu dans les colonnes et principalemens dies derniers centimetres. Il serait
intéressant de savoir si cette quantité est retenuda matrice et si elle est retenue par les
cellules bactériennes, elles-mémes retenues ssalde, ou si l'injection d’un nouveau
créneau de bactéries permettrait de lessiverddittoies métaux.

Les Figures V-16 et V-17 montrent que l'injectiom cellules dée. coli K12DH5q ne
permet pas d’induire I'élution du Zn et du Cd irfec en mélange, a la plus faible
concentration, comme cela a déja été observé agandtaux seuls. Les résultats obtenus a la
plus forte concentration métallique confirment das cellules deE. coli K12DH5a sont
capables de remobiliser fortement le Zn et le Cdhétange jusqu’a élution de 31 % et de 36
% du Zn et du Cd irréversiblement retenus dansctdennes, respectivement. Apres le
passage des cellules He coli K12DH5q, il ne reste plus qu’environ 15% de Zn et 12 % de
Cd initialement injectés dans la colonne, indiquam¢ forte capacité de remobilisation des
métaux par les cellules d& coli K12DH5a dans nos conditions d’étude. On note que les
deux métaux sont biolixivies de maniere similaites@ déplacent a la méme vitesse que les
bactéries. A la plus forte concentration, on obsee la présence de Cd et de Zn en mélange
induit un effet néfaste sur le transport Be coli KI2DH50. On observe, en effet, une
diminution du taux de récupération des cellulesdi®mn 20% indiguant une augmentation de
la rétention des cellules bactériennes. Ce phéneraateja été observe par Guiné (2006) et
en accord avec la plus forte sensibilitéEdeoli K12DH5a vis-a-vis des métaux. La présence
des deux métaux en mélange, a cette concentragamodifie pas le transport des cellules de
E. coliK12DH5q.

Pour toutes les conditions testées, les deux mépmégentent des profils et des
courbes de percée proches, indiquant & nouveaméesnismes de transport similaires dans
les conditions d’étude. Ceci indique que les cefiulleE. coli K12DH5u ne modifient pas
spécifiquement la mobilité du Cd ou du Zn lorsgu'dont en mélange, mais ont plutét un
effet global de biosorption et/ou de lixiviatiordirecte des deux métaux.

- 169 -



CHAPITRE V Etude et modélisation du transport figeitles métaux par les bactéries en colonne de sabl

0 ® Cadmium E. coli K12DH5a
2 O~ 1A
4]
= 0.75
Cd en présence s ¢ o
de Zn 10“M T s Q
o / © 054
o 4 .
S w04y
12
141 OAvant injection 0.25 7
+ ® Apres injection
16 + : : ;
0-
0
2 Q 1]
s k
IS |
= 8 ? 0.75 1
Cd en présence ERN / 3
de Zn 5 10“M 2 7 5
».g 10 ! 0.5 1
& g2 v
14 ] # 0.25 |
b
16 : : : .
0 002 004 006 008 0.1 0~

umoles de Cd/ g de sol sec
VIVO

Figure V-16: Profils verticaux de concentration mearés de Cd, injectés en mélange a 181 et 5 10*M,
dans les colonnes de sable d’Hostun avant (V/VO 39 @t apres (V/VO = 4) injection des cellules de
Escherichia coliK12DH5e et courbes d’élution du Cd en colonne de sable d$tun, injectés en mélange a
10*M et 5 10°M & V/VO = -7, en présence de cellules descherichia coliK12DH5a injectées a 1O UFC/mL
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Figure V-17 : Profils verticaux de concentration meurés de Cd, injectés en mélange a 1@ et 5 10*M™,
dans les colonnes de sable d’'Hostun avant (V/VO 39 @t apres (V/VO = 4) injection des cellules de
Escherichia coliK12DH5e et courbes d’élution du Cd en colonne de sable d$tun, injectés en mélange a
10*M et 5 10°M a V/VO = -7, en présence de cellules descherichia coliK12DH5a injectées a 1 UFC/mL
aVv/vo=0.
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V-6. Modélisation du transport facilité des métaux par ks
bactéries

V-6-1. Modélisation du transport des bactéries en colonnele
sable d’Hostun

La Figure V-18 représente I'évolution de la massemalisée (MusdMio) des
bactéries considérées comme des ligands dissadsfséen fonction de V/Y a partir des
résultats présentés dans le chapitre IV & des ntatiens cellulaires de 1@t 4 1§ UFC/mL
pour E. coliK12DH5a et C. metalliduransCH34, respectivement. Deux paramétrisations ont
été testées : une premiére ou I'on considere giyila qu’'un seul type de sites de rétention
des ligands bactériens au niveau de la matricenetseconde ou I'on considere qu’il existe
deux type de sites de rétention de densité etiditafdifférente.

Cupriavidus metallidurans CH34 Escherichia coli K12DH5a
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Figure V-18 : Evolution de la masse normalisée desellules deCupriavidus metalliduransCH34 (5 16
UFC/mL) et de Escherichia colik12DH5a (10° UFC/mL) éluée des colonnes de sable d’Hostun emfdion
de V/VO.

L’atteinte du plateau a MedMwt = 0.6 et MiuedMior = 0.85 pourC. metallidurans
CH34 etE. coli K12DH5a, respectivement, signifie qu’il y a une rétentioréversible des
ligands bactériens dans la colonne. On note qumoldele avec un seul site réactif n'arrive
pas a reproduire correctement le fléchissementadeolrbe au plateau dykdM. Ces
résultats indiqguent donc qu’il existe au moins dégpes de sites réactifs pour les bactéries
modeles dans le sable d’Hostun correspondant aréteamtion réversible et irréversible,
comme observé au Chapitre 1V, avec les bilans desendes courbes et les facteurs de retard.
Pour représenter cela nous avons donc introdug ttamodélisation un second type de sites
de rétention au niveau de la matrice solide assai@ pK élevé représentant les sites de
fixation irréversible (Sbi). Par la suite, nous msa@onc modélisé le transport des 2 bactéries
modéles en considérant deux sites de rétention, de forte et l'autre de faible affinité
représentant les interactions irréversibles etredvies, respectivement. Les deux valeurs de
pK ainsi que les deux concentrations totales anajistées avec les données de la Figure V-
17 et les courbes obtenues sont présentées daigufa V-19.

Dans le chapitre 1V, nous avons observé par asleure les profils de rétention des
cellules bactériennes ne sont pas homogénes lederig colonne et présentent une forme
hyper-exponentielle. Afin de modéliser les profiks rétention observés dans le Chapitre 1V,
nous avons distribué les sites de fixation de nian@&n homogéne le long des colonnes de
sable d’'Hostun. En pratique, la densité de sitg &t Tsp est plus importante dans les
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premieres cellules du modéle et décroit avec ldopdeur afin de simuler au mieux les
observations expérimentales.

Avec ces nouvelles constantes simulant les prosesigsu rétention réversible et
irréversible, et la prise en compte de I'hétérogénde rétention le long de la colonne de
sable, nous parvenons a simuler de maniéere satistai le transport des deux bactéries dans
les colonnes (Figure V-19). Un exemple de scripeP§C, correspondant a la modélisation
du transport du Cd par les cellulesElecoli K12DH5u est présenté en annexe 6.

Cupriavidus metallidurans CH34 Escherichia coli K12DH5a
1 O Données exp. 1 O Données exp.
—— Modéle 1 site o) —— Modéle 1 site
0.75 - —— Modéle 2 sites 0.75 o — Modéle 2 sites
o o
Q 05 A Q 05 A
@) @)
0.25 A 0.25 A
0 - 0 - T T
0 1 2 3 0 1 2 3
VINVO VINVO

Figure V-19 : Courbes de percées observées et cdéms des cellules d€upriavidus metalliduransCH34 (5
10° UFC/mL) et de Escherichia coliK12DH5a (10° UFC/mL) en colonne de sable. Les lignes continues
correspondent aux données modélisées avec un mod&yelrogéochimique sous PhreeqC en considérant la
rétention des bactéries sur un (ligne grise) ou deusites réactifs (ligne noire).

La modélisation des systemes simples matrice -lroatanatrice - bactérie a ainsi été
paramétrée pour nos conditions d’étude. Dans Ieggp@phes suivants, nous présenterons les
résultats de modélisation combinant les trois caaptes : matrice, métaux et bactéries. La
modélisation associée utilisera les parametresitdéoréecédemment pour les interactions
entre la matrice et les ligands bactériens et datreatrice et les métaux. Nous avons fait le
choix, pour des raisons de simplification, de neléligser la biosorption des métaux sur les
cellules bactériennes gqu’avec un seul type de si@stifs (Cc). La densité de ce type global
de sites correspondant a la somme des densitéstraiss groupements fonctionnels
déterminées a partir des titrations acides basdeseisothermes de sorption du Tableau V-8.
La densité de ligands bactériens utilisée daneratrde est de 1.09 et de 0.57 moles de sites
g* MS pourC. metalliduransCH34 etE. coli K12DHa, respectivement.

Tableau V-8: Constantes de déprotonation et de corfgxation des métaux sur les cellules bactérienneg d
Cupriavidus metalliduransCH34 et deEscherichia coliK12DH5a (d’aprés Guiné, 2006).

Echange de proton Complexation du Cd Complexation du Zn
R-XH <> R-X + H* R-X + Cd®* <> R-XCd* R-X"+ Zn** <> R-XZn"*

PK/TcHl® PKA[Terd? PKNITan]? 10gKccd 10gKped 10gKnea 10gKezn 10gKpzn 10gKNzn

Cmetalldurans 35042 67012 9045 36 47 50 22 42 56

E. coli

K12DH5a 4,2/0,25 6,8/0,07 8,8/0,25 4,4 50 59 3,5 55 6,7

Les constantes de complexation des métaux suitéssGc des cellules bactériennes,
ont été ajustées sur les données expérimentalessdass de transfert du Cd et du Zn en
présence des deux bactéries modeles, en compasntourbes d’élution mesurées et
modélisées, de maniére a ce que les bilans de massdisés des métaux élués en présence
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des bactéries soit proches de ceux mesures. Hitesnsuite été comparées aux constantes
déterminées lors des expériences de biosorptiompi@ha Ill) et isothermes d’adsorption
(Tableau V-8).

V-6-2. Modélisation des courbes de percée des métaux et
bactéries

V-6-2-1. Cas des pollutions mono-métalliques

Les Tableaux V-9 et V-10 présentent les parameaiietés et les résultats de la modélisation
des essais de transfert du Cd et du Zn en présiesceellules d€. metalliduran€CH34et de
E.coli K12DHo, respectivement, en colonnes de sable d’Hostun.

Tableau V-9 : Parameétres de modélisation calés pdiajustement des courbes de percée et des profiled
rétention du zinc ou du cadmium, en présence de bgles de Cupriavidus metalliduransCH34 dans les

colonnes de sable d’Hostun.

Métal Cadmium Zinc

[métal] injectée (mol/L) 1.0E-04 5.3E-04 1.1E-04 5.2E-04
[bactérie] initiale (UFC/mL) 4.4E+08 4.0E+08 6.6E+08 4.0E+08
[bactérie] initiale (mol sites réactifs/L) 2.4E-04 2.0E-04 4.6E-04 2.0E-04
Constante de complexation métal-bactérie

(Cc-1+Me+2 & CcMe) 6.0 6.0 6.0 6.0
TR’ de bactérie modélisé (%) 69.3 61.7 83.4 60.5
TR’ de métal modélisé dans les effluents

avant injection de bactérie (%) 0.0 22.4 0.0 171
TR de métal modélisé dans les effluents 00 256 0.0 20.5

apres injection de bactérie (%)

Tableau V-10 : Parameétres de modélisation calés pdajustement des courbes de percée et des profiie
rétention du zinc ou du cadmium, en présence de dgles deEscherichia coliK12DH5a dans les colonnes

de sable d’Hostun.

Métal Cadmium Zinc

[métal] injectée (mol/L) 8.9E-05 5.4E-04 1.3E-04 5.0E-04
[bactérie] initiale (UFC/mL) 1.0E+09 1.1E+09 9.0E+08 1.2E+09
[bactérie] initiale (mol sites réactifs/L) 7.2E-04 7.6E-04 6.2E-04 8.2E-04
Constante de complexation métal-bactérie

(Cc-1+Me+2 & CcMe) 8.7 8.7 8.6 8.6
TR de bactérie modélisé (%) 85.1 85.4 87.2 85.7
TR dg metgl modélisé ,dgns les effluents 0.0 24.0 0.0 15.3
avant injection de bactérie (%)

TR de métal modélisé dans les effluents 01 71.2 14 76.8

apres injection de bactérie (%)

" TR = Taux de Récupération
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L’application de notre modele hydrogéochimique sBuseeqC permet de reproduire
de maniere satisfaisante les courbes d’élutiorddeg métaux et des deux bactéries modeles.
Les parametres de modélisation, notamment condelemconstantes de réactions entre les
cellules bactériennes et les métaux ayant étéégjsigtour correspondre au mieux aux donnés
expérimentales, il est logique d’obtenir des bilales masse modélisés proches de ceux
mesurés. La Figure V-20 et la Figure V-21 montigund notre modélisation couplée permet
de simuler de maniéere satisfaisante les courbgmed®e des bactéries modéles et des deux
métaux avant et apres le passage des bactériefteEte modéle reproduit bien le lessivage
des métaux et notamment leur temps de sortie gtiessproche de celui des bactéries, ce qui
plaide fortement pour un mécanisme de co-transtest bilans de masse calculés sont
proches de ceux mesurés lors des expériences élalsld). On remarque que les constantes
de complexation métaux-bactéries ajustées sontrisupgs a celle déterminées a partir des
isothermes de sorption pour les deux bactériesléaak V-9 et V-10). Afin de reproduire
correctement le lessivage des métaux induit pajettion des cellules bactériennes, la valeur
de ces constantes a du étre augmentée, indiquantagbiosorption des métaux sur les
cellules bactériennes ne suffit pas a expliquerefésts de transport facilité observés. Ceci
indique un probable effet indirect des celluleslsuransport des métaux, notamment par des
modifications des conditions de la géochimie dedhtion et remet également en cause la
conceptualisation ainsi que la robustesse du mathélisi..
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Zn

Cd

Figure V-20 : Courbes d’élution observées (symbolgset calculées (lignes) du Zn a 1 (A) et 2 5 10°M (B) et du Cd & 10°M (C) et & 5 10°M (D) (en noir) avant et
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Figure V-21 : Courbes d'élution observées (symbolgset calculées (lignes) du Zn & 1 (A) et 2 5 10°M (B) et du Cd & 10°M (C) et & 5 10°M (D) (en noir) avant et

aprés injection de cellules d&scherichia coliK12DH5a (en gris) injectées a 1TWUFC/mL & V/VO = 0.
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V-6-2-2. Cas du Cd et du Zn en mélange
Le Tableau V-11 et le Tableau V-12 présentent lsupétres ajustés et les résultats

de la modélisation des essais de transfert du @d &n en mélange en présence de cellules
de C. metalliduransCH34 ou deE. coli K12DHa, respectivement, en colonne de sable

d’'Hostun.

Tableau V-11 : Paramétres de modélisation calés péiajustement des courbes de percée e et des prefide
rétention du zinc ou du cadmium en mélange, aprésijection de cellules deCupriavidus metallidurans

CH34 dans les colonnes de sable d’'Hostun.

Métal Cadmium (mélange) Zinc (mélange)
[métal] injectée (mol/L) 1.1E-04 5.1E-04 1.3E-04 5.1E-04
[bactérie] initiale (UFC/mL) 4.7E+08 3.9E+08 4.7E+08 3.9E+08
[bactérie] initiale (mol sites réactifs/L) 2.8E-04 2.2E-04 2.8E-04 2.2E-04
Constante de complexation métal-bactérie

(Cc-1+Me+2 < CcMe) 6.0 6.0 6.0 6.0
TR’ de bactérie modélisé (%) 72.6 67.1 72.6 67.1
TR dg metgl modélisé ,dgns les effluents 0.0 68.7 0.0 68.7
avant injection de bactérie (%)

TR de métal modélisé dans les effluents 0.0 69.4 0.0 69.4

apres injection de bactérie (%)

Tableau V-12 : Parameétres de modélisation calés péiajustement des courbes de percée e et des prefie
rétention du zinc ou du cadmium en mélange, aprésijection de cellules deEscherichia coliK12DH5a

dans les colonnes de sable d’Hostun.

Métal Cadmium (mélange) Zinc (mélange)
[métal] injectée (mol/L) 1.2E-04 5.4E-04 1.4E-04 5.4E-04
[bactérie] initiale (UFC/mL) 7.1E+08 1.2E+09 7.1E+08 1.2E+09
[bactérie] initiale (mol sites réactifs/L) 4.7E-04 8.5E-04 4.7E-04 8.5E-04
Constante de complexation métal-bactérie

(Cc-1+Me+2 & CcMe) 8.7 8.7 8.6 8.6
TR bactérie modélisé (%) 63.8 75.7 63.8 75.7
TR dg metgl modélisé ,dgns les effluents 0.0 58.1 0.0 58.1
avant injection de bactérie (%)

TR de métal modélisé dans les effluents 21 87.4 47 929

apres injection de bactérie (%)

Les figures V-22 et V-23 montrent que d'une manigéaérale le modele reproduit
correctement les courbes d’élution du Cd et dur@&me en conditions de mélange, avant et
apres injection des bactéries. Toutefois, on remegy’avecE. coli K12DH50, la forme des
courbes d’élution des cellules n’est pas trés bégnoduite par le modeéle indiquant qu’un ou

" TR = Taux de récupération
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plusieurs processus ne sont pas correctement prisompte par notre modélisation. En
revanche, le modéle simule correctement I'éluti@s dnétaux a la méme vitesse que les
cellules bactériennes, confirmant I'effet des baesésur la remobilisation des métaux. De
plus, le fait que les constantes de complexatidneeles métaux et les bactéries ajustées
soient tres proches pour le Cd et le Zn confirngenit n’y pas de transport facilité spécifique
du Cd ou du Zn par les cellules bactériennes mhitpque les cellules biosorbent de
maniere indifférente les deux métaux et accéleeant transport. Toutefois, on note que le
modéle surestime la mobilité des cellulessdeoli K12DH5q dans le sable contaminé par le
mélange de Cd et de Zn a la plus forte concenira@eci indique que le modéle ne prend pas
en compte l'effet de la présence de ces métauxta tmncentration sur la rétention des
cellules bactériennes, probablement via une madifio des propriétés de surface des grains
de sable.
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Figure V-22 : Courbes d’élution mesurées et modébes du Zn injecté & 1M (A) et a 5 10°M (B) et du Cd injecté & 10°'M (C) et & 5 10'M (D) & V/VO = -7 (en noir),
en présence de cellules deupriavidus metalliduransCH34 (en gris) injectées & 4 FWFC/mL & V/VO = 0. Les symboles correspondent auxatinées mesurées, les
lignes continues correspondent aux données modéksé
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Figure V-23 : Courbes d’élution mesurées et modébes du Zn & 10M (A) et & 5 10°M (B) et du Cd injecté & 10'M (C) et & 5 10'M (D) & V/VO = -7 (en noir), en
présence de cellules d&scherichia coliK12DH5a (en gris) injectées & 1DUFC/mL & V/VO = 0. Les symboles correspondent auxathnées mesurées, les lignes
continues correspondent aux données modélisées.
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V-6-3. Modélisation des profils verticaux de rétention des
meétaux

La modélisation adoptée permet également de repeotis profils de concentration
des métaux retenus dans la colonne en fin d’expegiemesurés avant (V¢¥0) et aprés
(VIVo=4) l'injection des bactéries. La Figure V-24 pmiseles profils de concentrations
modélisés du Cd et du Zn, injectés seuls, corratgpunaux essais de transfert réalisés avec
injection deC. metalliduransCH34. Méme si elle n'est pas parfaite, notre misdébn
permet de reproduire de maniere satisfaisante rigfispde concentrations du Cd et du Zn
avant et apres l'injection des cellules bactérisnha seule situation ou la modélisation n’est
pas entierement satisfaisante conce@hemetalliduransCH34 a forte concentration de
métaux indiquant que la conceptualisation retenastrpas correcte et néglige un ou des
processus importants. En particulier, I'existeneepdocessus indirect de mobilisation des
métaux par les bactéries, en plus de la biosorptiempeut pas étre exclue et peut contribuer a
modifier la mobilité des métaux. Ceci n'est pas @n compte dans notre modélisation et
constitue donc une perspective importante de gaitra
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Figure V-24 : Profils de concentration mesurés et puélisés du Zn et du Cd, injectés seuls a 10 et &4 5
10“M, dans les colonnes de sable d’Hostun avant injéch des cellules de€upriavidus metalliduransCH34

a VIVO = 0 et aprés avant injection des cellulesedCupriavidus metalliduransCH34 a V/VO = 4. Les
symboles correspondent aux données mesurées, legndis continues correspondent aux données
modélisées.

La Figure V-25 présentent les profils de concemnatdu Cd et du Zn, injectés seuls,
calculés a partir des essais de transfert réadisés injection deE. coli K12DH5x. Notre
modélisation couplée permet de reproduire de manigatisfaisante les profils de
concentration du Cd et du Zn, aux deux concentratdétude, avant et aprées l'injection des
cellules deE. coli K12DH5a. Ceci indique que les processus modéliseés pemmette
d’expliquer la remobilisation des métaux farcoli K12DHa. Toutefois, les constantes de
complexation des métaux ajustées sont plus impegamue celles determinées
expérimentalement (Tableau V-8). Ceci indique qas tellules deE. coli K12DHa
transportent les métaux de maniére biosorbée, anigs que les cellules ont probablement un
effet indirect sur le milieu comme observé pGumetalliduransCH34.
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Figure V-25 : Profils de concentration mesurés et otélisés du Zn et du Cd, injectés seuls a 10 et 4 5
10“M, dans les colonnes de sable d’Hostun avant injeéch des cellules deEscherichia coli K12DH% &
V/VO = 0 et aprés avant injection des cellules dEscherichia coli K12DH% & V/VO = 4. Les symboles
correspondent aux données mesurées, les lignes d¢onés correspondent aux données modélisées.

La Figure V-26 et la Figure V-27 présentent ledfifgr@erticaux de concentrations du
Cd et du Zn, injectés en mélange, calculés a pdes essais de transfert réalisés avec
injection de C. metalliduransCH34 et deE. coli K12DHa, respectivement. Dans ces
conditions le modéle reproduit plus difficilemens Iprofils de concentration des métaux, ce
qui indique l'existence probable d’'interactionsrerie Zn et le Cd, non prises en compte par
le modele. Comme précédemment, le modele ne pargasa reproduire correctement la

mobilisation des métaux a la plus forte concertratsous l'effet des cellules dE€.
metalliduransCH34 contrairement a celui & coli K12DHo.
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Figure V-26 : Profils de concentration mesurés et odélisés du Zn et du Cd, injectés en mélange a“\0

et &5 10°'M, dans les colonnes de sable d’Hostun avant injéch des cellules deCupriavidus metallidurans
CH34 a V/VO = 0 et aprés avant injection des cellak deCupriavidus metalliduransCH34 & V/VO = 4. Les
symboles correspondent aux données mesurées, legndis continues correspondent aux données
modélisées.
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Figure V-27 : Profils de concentration mesurés et odélisés du Zn et du Cd, injectés en mélange &\
et a5 10°'M, dans les colonnes de sable d’Hostun avant injéeh des cellules d&scherichia coli K12DH%S:
a V/VO = 0 et aprés avant injection des cellules déscherichia coli K12DH% a V/VO = 4. Les symboles
correspondent aux données mesurées, les lignes éonés correspondent aux données modélisées.

V-7. Discussion

V-7-1. Transfert du zinc et du cadmium en colonne de sable
d’'Hostun

Les expériences de transport des métaux en abskndsactéries ont permis de
montrer que, dans les conditions d’étude, le sablsé présente une réactivité importante
vis-a-vis des deux métaux modeles. En effet paidéix concentrations les plus faibles (10
°M et 10*°M), le Cd et le Zn sont totalement retenus sur ktrize solide. Pour observer
I'élution des métaux, il a fallu augmenter les aamcations d’injection jusqu'a 5 ™, ce
qui a permis de saturer les sites de rétentionleswable et donc d’observe I'élution des
métaux en exces. La forme des courbes d'élutiatestprofils de rétention sont trés proches
pour les deux métaux indiquant des mécanismesdsport réactifs similaires, avec toutefois
une mobilité Iégerement supérieure pour le cadmilams ce sable. Les parameétres utilisés
pour modéliser le transport du cadmium et du zemnettent de simuler le transport des deux
métaux modeles de maniere satisfaisante dans lesnes de sable d’'Hostun (Figure V-7 et
Tableau V-7). Les parametres hydrodynamiques etsalption ajustés ont permis de
représenter correctement les résultats expérimemnaur les trois concentrations d’étude
avec un seul jeu de parametres. Le choix de remeysg@ans la modélisation la réactivité de la
matrice avec un seul type de sites de fixation 2lesétaux est donc acceptable dans nos
conditions de transport des métaux et en absentaaéries. Les mécanismes de transport
réactif des métaux sont relativement simples puisgun’observe pas d’interactions
réversibles avec le sable mais uniquement desaattens irréversibles. Les sites de rétention
sont saturés progressivement le long de la colatnen observe I'élution de métaux
uniquement lorsque la quantité de Cd et de Zn tégest supérieure a la quantité globale de
sites de fixations (Figure V-7). Dans ce cas, oseole une migration rapide des métaux sans
retard par rapport a I'eau.

Une des originalités de ce travail concerne I'étdddransfert de métaux en mélange
en milieu poreux réactif, ce qui est encore pediétiNous avons observé que la présence de
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cations compétiteurs modifie le transport des métaurds par rapport au cas ou ils sont
injectés seuls. Ceci s’expligue d’'une part par compétition pour les sites de rétention au
niveau de la matrice, tel que cela a déja été vésem batch mais rarement en conditions
hydrodynamiques en colonnes. Du fait de cette ctitigpéentre le Zn et le Cd pour les sites
de soprtion, chaque métal étant moins susceptébedixer a la matrice on observe alors une
augmentation de leur transport réactif le long decblonne, ce qui conduit a une
augmentation des masses de métaux €éluées. Lemtgsld modélisation sont satisfaisants et
permettent aussi de calculer correctement les magsemétaux transportées. Toutefois, la
forme des courbes de percée modélisée n’est pgsutsuparfaitement reproduite par le
modéle indiquant que le modéle, méme s’il donnehgrme estimation du comportement des
métaux, n’intégre pas tous les mécanismes d’infieraentre les deux métaux et le sable.

V-7-2. Etude et modélisation de l'effet des bactéries sute
transport du cadmium et du zinc, seuls ou en mélamg en
colonne de sable d’Hostun

Nos résultats ont montré que, la présence de eslhdctériennes modifie de maniére
tres similaire le transport du Cd et du Zn, autansolution mono-métallique qu’en mélange.
Toutefois, les deux bactéries semblent présenter aeftets différents: la bactéri€.
metalliduransCH34, malgré sa forte résistance aux métaux, rdisebnoins le Cd et le Zn
queE. coli K12DH5a. Les mécanismes de remobilisation des 2 métaublsemdifférents
entre les deux bactéries, probablement a causeuddifférence de mobilité dans le sable
d’Hostun. Etant partiellement retenues, les ceallude C. metalliduransCH34 participent
donc a la rétention des deux métaux. En effetyéagmnce des cellules &e coli K12DH5a
entraine une remobilisation importante des dewameépuisque pres de 5086 la massdes
métaux initialement retenue dans la colonne samésébpreés linjection d’'un créneau de
cellules deE. coli K12DH50 a la plus forte concentration métalligue étudiéentre
seulement 1% pou€. metalliduransCH34. A la plus faible concentration métalliqueerbi
que l'injection de cellules bactériennes ne perenpéts d’éluer le Cd ou le Zn préalablement
retenus dans la colonne, il semble que la préséaceellules permettent de faire migrer en
profondeur les 2 métaux.

Afin de modéliser le transport facilité des métaax les bactéries, nous avons d’abord
ajusté les parametres de sorption des métaux esidévant les bactéries comme une somme
de ligands modéles dissous qui vont réagir avesutéace du milieu poreux ou rester en
solution. Avec la parametrisation retenue, nousnayou modéliser le transport des cellules
bactériennes dans les colonnes de sable de maaitséaisante. Pour cela, nous avons dd
considérer deux types sites de fixation des basésur le sable, engageant des liaisons
réversibles et irréversibles avec les cellules cenuela a déja été fait avant (Pang et al.,
2005; Foppen et al.,, 2007) pour simuler I'adhéshattérienne sur les solides. Notre
modélisation permet de calculer des bilans de messke courbes de percée des bactéries
proches des données expérimentales observées.

Afin de modéliser le transport facilité des métgqax les bactéries il a été nécessaire
d’ajuster les constantes de complexation entrecddisles et les métaux afin d’obtenir des
bilans de masse calculés proches de ceux mesuseglds expériences de transfert. Les
constantes ainsi ajustées permettent de modélisemaniére satisfaisante les courbes
d’élution des bactéries et des métaux élués emrpcésdes bactéries, aussi bien en termes de
temps de séjour que de masse transportée. Lesanmssijustées pour reproduire au mieux
les résultats obtenus lors des essais de tranpgfédentent des valeurs supérieures a celles
determinées avec les isothermes de sorption du @a 2n sur les cellules des deux bactéries
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modeles (Chapitre Il et 1ll) ce qui indique probabkent que les mécanismes de transport par
biosoprtion ne sont pas les seuls a intervenir. issltats suggérent qu’en plus de transporter
une partie des métaux de maniere biosorbée, ladesehugmentent également la mobilité
des métaux via d’autres mécanismes indirects, motnh via des modifications de la
géochimie du milieu comme cela a déja été déchityf et al., 2003; Gadd, 2009; Gilmour et
Riedel, 2009; Jerez, 2009; Uroz et al., 2009). Rarad. (2005) ont montré que la présence de
cellule dE. coli augmente indirectement la solubilité du Cd aloue des cellules dé.
subtilis co-transportent le Cd. Guiné (2006) a observés dmisable de Fontainebleau, que le
mécanisme de transport des métaux biosorbés esinalmmavec les cellules dE.coli
K12Dh%o et que les cellules dé. metalliduransCH34 augmentent le transport du zinc et du
cadmium plutét par modification du milieu, en act@vec les résultats obtenus dans notre
étude avec un sable beaucoup plus réactif.

Nos résultats ont montré également que la priseoepte simultanée de la rétention
des bactéries sur le sable et de la rétention d&aux sur le sable et sur les cellules
bactériennes dans le code de calcul PhreeqC, pdameproduire de maniére satisfaisante les
profils de concentration des métaux retenus dansdnnes de sable, aussi bien pour le Cd
et le Zn qu'ils soient seuls ou en mélange. Toutele modéle reproduit plus difficilement
les profils de concentration des métaux fortemenmicentrés dans les colonnes apres le
passage des cellules @e metalliduransCH3 en relation sans doute avec la dominance d’un
processus de remobilisation indirecte (non modgldg#s métaux (augmentation de leur
solubilité par libération de protons ou ligandg$dpar rapport a leur transport biosorbé.

V-8. Conclusion

Les expériences de transfert des métaux seuls ontrénque bien que relativement
simple (composé a plus de 98% de silice), le salgdéele utilisé lors de notre étude présente
une réactivité importante vis-a-vis du Cd et du Zrfaible concentration, les deux métaux
modeles sont retenus dans la colonne de maniéweigible et on observe leur lessivage
uniguement lorsque la quantité de métal injectésg®rieure a la quantité totale de sites de
rétention dans le sable. Cette particularité noysernis de paramétrer les constantes de
sorption entre les métaux et la matrice, qui gatégentée par un seul type de site réactif dans
notre modélisation hydrogéochimique du transpost @étaux. En assimilant les bactéries a
un ensemble de ligands modeles dissous, repréganésotre étude par un seul type de sites
réactifs, nous avons pu modeéliser de maniere $aaate le transport des bactéries et des
métaux biosorbés. Afin de simuler au mieux le tandes bactéries, il a été nécessaire de
prendre en compte la présence de deux types daééetifs au sein de la matrice d’affinité et
de densité variables afin de représenter au miesinmécanismes de soprtion réversibles et
irréversibles des bactéries observés dans le Coayit

La paramétrisation des différentes constantes detiod obtenue avec les essais de
transport des métaux et des bactéries seuls, apdersimuler correctement les résultats de
transport de métaux en présence de bactéries. Amsai mettre en evidence l'effet des
bactéries sur le transport de métaux, nous avoaisodd contaminé des colonnes de sable
avec du Cd et du Zn, seuls ou en mélange, et nemissaensuite injecté un créneau de
bactéries modéles. Les deux bactéries modeélesraeagérées capables de remobiliser les
meétaux préalablement retenus dans la colonne atrivaéme, pour la plus forte
concentration, a les €luer hors de la colonne.deesx bactéries modéles mobilisent les deux
métaux, avec une efficacité variable, qu’ils soiestils ou en mélange. Deux types de
mécanismes ont pu étre mis en évidence experinreemtalt et grace a la modélisation : un
mécanisme direct de transport facilité aprés bjusmr des métaux et un mécanisme indirect
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de modification de la géochimie du milieu (solwalion par production de protons ou de
ligands forts solubles...). L'importance de ces dewdcanismes est variable entre les deux
bactéries testées, ce qui suggere que chaque dspetéeenne, peut affecter differemment la
mobilité des métaux en conditions naturelles. Daos conidtions, I'injection de bactéries
dans le sable contaminé induit la mobilisation detaux a la méme vitesse que celle des
bactéries ce qui indigue que ces effets direcisidivects sont treés rapides.

Les deux métaux présentent des propriétés de tenstativement proches et il n'est
donc pas étonnant que leur injection en mélangefrddur mobilité propre en colonne de
sable. Les effets de compétition des deux métaux lgs sites de sorption mis en évidence
limitent leur rétention et conduisent donc a l'awyptation de leur mobilité. Leur transport
associé aux bactéries n’étant pas modifié signifieenent en conditions de mélange, nos
résultats indiguent que l'effet des bactéries aunbbilité des métaux (transport facilité) n’est
pas un phénomeéne spécifigue a un des deux métaix phadt un phénomene global
controlé par des constantes thermodynamiques deBag&ntre les métaux et les sites réactifs
non spécifiques des parois cellulaires. Notre éaudenc permis de montrer que les bactéries
sont capables, de maniéere variable et non spéeifidiaccélérer le transport de métaux en
milieux contaminés, ce qui ouvre des perspectivgmitantes en termes de bioremediation et
permettra de mieux comprendre et donc prédirestpie de contamination des nappes.
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VI-1 Principaux résultats :

Ce travail de these avait pour objectif principal mhieux comprendre le role des
bactéries dans la sorption et la lixiviation degaug conduisant a leur mobilisation accélérée
dans les milieux poreux naturels. Pour atteindteobgectif général, nous avons développé
une approche couplée divisée en deux parties conepléires.

Apres avoir fait un état de I'art sur la problémat (Chapitre 1), nous avons mené dans un
premier temps, une étude statique sur la biosorpt® deux métaux modéeles, le zinc et le
cadmium, seuls ou en mélange, par deux bactél@su@- modelesC. metalliduransCH34

et E. coli K12DH5a, présentant une sensibilité différente a ces deataux. Ainsi, nous
avons essayé de caracteriser la distribution detZasu Cd a I'échelle de la cellule afin de
mieux comprendre les mécanismes de prise en charges métaux par les bactéries, gu’elles
soient inactives (4°C) (Chapitre Il) ou actives°@P(Chapitre. IlI).

Dans un second temps, nous avons mené une étummaitions dynamiques sur la mobilité
des cellules bactériennes en milieu poreux (Chapiy en évaluant en particulier I'effet de
différents facteurs sur cette mobilité (effet sattactérienne, effet du milieu poreux, de la
concentration cellulaire ou du mélange de cellubésur leur aptitude a biolixivier les métaux
modeles, seuls ou en mélange, retenus de maniéversible dans une sable naturel réactif
(Chapitre V).

VIi-1. Principaux résultats :

Dans la premiere partie de ce travail, nous avasisalisé la rétention subcellulaire
des meétaux paf. coli dont le cytoplasme semble étre, de maniére sumpten le
compartiment le plus susceptible de stocker desaumétNous avons également montré,
méme si cela reste a confirmer, que les cellule€.dmetalliduranssemblent capables de
surproduire de polymeéres extracellulaires, richegpleosphore, pour y capturer le cadmium
en exces, dans leur environnement. Ce dernier p&npas pu étre validé dans notre étude et
reste donc une perspective importante de notraitrdve premier point en revanche a été
confirmé par une mesure directe des concentratiddsmétaux retenus dans les 3
compartiments subcellulaires de nos deux bacténesleles, par une approche de
fractionnement physique des bactéries exposéesna@txux a des concentrations variables.
En revanche, nos résultats n'ont pas été confiraréapproche de fractionnement chimique
basée sur I'extraction spécifique avec un ligarnghoigue fort (EDTA) des métaux retenus
sur les membranes, approche qui s’est avérée pble fcar trés sensible aux conditions
expérimentales.

Les résultats obtenus avec le recours a la métbedeactionnement physique des
cellules bactériennes (casse cellulaire a hautesime avec une presse de French) déja
largement validée par ailleurs et qui présentealdage de s’affranchir de l'utilisation de
ligands organiques exogénes, sont en accord avectdees récentes, qui ont remis en
question la conceptualisation classique, qui camsida membrane cellulaire comme le
principal acteur de la biosorption des métaux. eCetinceptualisation considére que les
substrats bactériens sont constitués de 3 ou 4 s#iactifs impliqués dans la réactivité
cellulaire aux métaux. Dans une étude récentedparcalculs de réactivité théorique des
différents constituants membranaires des bacté@ri@sam-, Guiné et al. (2006) ont montré
gue l'adsorption des métaux sur les membranes fimt@s ne pouvait pas expliquer plus de
4 a 10% de la biosorption globale des métaux mabétéries. Nos résultats sont donc en
accord avec cette constatation et constituent s mfemiéres preuves expérimentales
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directes de la forte contribution du compartimemteine des cellules bactériennes a la
bioaccumulation de métaux lourds tels que le zinteccadmium.

Dans une perspective de transposition de ces aésulaux conditions
environnementales, nous avons reproduit cette &wuee des cellules actives, c'est-a-dire qui
se sont multipliées en présence de zinc ou de caxnseuls ou en mélanges. Les résultats
ont montré un effet variable de la présence dex deétaux sur la croissance cellulaire
bactérienne (taux de croissance) en fonction dedencentration ou de leur mélange, mais
surtout une modification profonde de la manieretdes cellules prennent en charge les
métaux, probablement en relation avec la mise aceptle systemes d’efflux spécifiques ou
de surproduction de constituants extrémement fédoanogranules de phospohore, ou EPS).
Ainsi, lorsqu’on expose des cellules actives (caslal grande majorité des bactéries de
I'environnement) au zinc ou au cadmium, on obseve biosorption relative beaucoup plus
faible de ces deux métaux par les bactéries (20a8)rpar rapport a des cellules inactivées a
4°C (jusgqu’'a 50% pout. metalliduransCH34).

Ces résultats montrent ainsi, en particulier, qgarsdune optique de bioremédiation
par biosorption des métaux, des cellules inact{tteermalisées par exemple) pourraient étre
plus efficaces que de cellules actives, capabledintieer activement l'effet toxique des
métaux lourds en limitant leur bioaccumulation d&tamx.

L’effet de la présence d'autres cations, et eniqdier des métaux lourds, sur leur
distribution subcellulaire a également été priscempte en menant la méme étude avec un
mélange de cadmium et de zinc a la concentratiguiula faible testée précédemment (pour
des raisons de toxicité). Les résultats obtenusranttré que I'exposition des cellules Ge
metallidurans CH34 a un mélange de métaux ne modifie que faihenta distribution
subcellulaire du Cd et du Zn, contrairement a lastiption globale des métaux, qui est
réduite, notamment avec le Znket coli K12DH50. En effet, en présence de Cd les cellules
deE. coli K12DH5a bioaccumulent beaucoup moins de Zn et réciprogagrneeprésence de
Zn diminue la bioaccumulation de Cd. Ces résultadgjuent que chek. coli K12DH5a le
métabolisme du Cd semble étre lié a celui du Zmegition ou induction des méme
systémes de résistance, comme par exemple depdremgs communs), alors que chez
metalliduransCH34, la présence de Zn n’affecte pas la biosamptiu Cd et inversement,
indiquant des métabolismes différenciés pour cesx daétaux. Ceci est en accord avec
diverses études sur cette bactérie qui ont coéfigme la régulation du Cd se fait
principalement par des transporteurs de Ca, Mgié¥lo, c'est-a-dire indépendants de ceux
du Zn. Au contraire, diverses études ont montréalpgzE. coliK12DH5a, les métabolismes
du Cd et du Zn sont fortement liés.

D’'une maniere générale, et méme s’il existe desmbians (Acikel and Alp, 2009), nos

résultats sont plutét en accord avec la littéraetrenontrent que la présence d’'un métal
compétiteur entraine une diminution de la bioacdatan métallique par rapport a une
situation de monoexposition indiquant des effet€ompétition pour les sites de sorption ou
pour les mécanismes de résistance.

Pour finir, dans cette premiére partie, nous avpuascaractériser les propriétés
thermodynamiques de réactivité des deux bactéres Bes deux métaux modeles, gu'ils
soient seuls ou en mélange. Pour simplifier laesdi I'étude sur le transport facilité des
métaux par les bactéries, nous avons choisi datilune modélisation assez classique et
simplifiée considérant que la plupart des bactépessentent une réactivité globale aux
métaux assez proche et qui peut étre assez bietsegpee par une quantité discréte de sites
réactifs (de 1 a 3). Nous n’avons donc pas intégrés notre modélisation les différences de
compartimentation subcellulaire des métaux, teiles nous venons de les décrire. Dans ce

-190 -



VI-1 Principaux résultats :

souci de simplification, nous avons considéré d’umemniere globale que ces sites réactifs
peuvent étre localisés sans distinction, sur lesionanes ou dans le cytoplasme cellulaire.

Dans la deuxieme partie de ce travail de thésdgsmansport facilité des métaux par
les bactéries, nous nous sommes tout d’abord g#éseau transport des bactéries dans un
milieu poreux modéle, le sable d’Hostun HN34. Nousus sommes placés dans des
conditions défavorables a I'adhésion, soit a pH & faible force ionique (eau distillée), afin
de favoriser au maximum la mobilité des celluless lkésultats obtenus ont montré que les
deux bactéries sont plutét mobiles dans ce mili@ismsont quand méme particulierement
retenues sur le sable malgré ces conditions dédbles au dépd€C. metalliduransCH34 est
ainsi moins mobile (40% de cellules sont retenge®E. coli K12DH50 (10% de cellules
retenues) en accord avec les résultats prédittaghgorie DLVO sur la base des propriétés
de surface des deux bactéri€s (metalliduransCH34 est beaucoup moins électronégative
que E. coli K12DH5x). Nos résultats ont montré que, dans nos conditites processus
électrostatiques semblent plus étre dominantsesupiocessus géomeétriques de filtration ou
de straining, malgré que le sable d’Hostun présengeforte hétérogénéité de grains qui peut
conduire a la formation de «régions immobiles » lesl flux d’eau sont nuls et ou les
bactéries peuvent se retrouver piégées.

L’application de la cytomeétrie en flux au suivi dactéries en milieu poreux a permis
d’étudier la mobilité de bactéries depuis des &sldoncentrations (difficilement mesurables
autrement) jusqu’a de trés fortes concentrationsugout I'effet mélange de bactéries sur
leur transport réactif en milieu poreux.

Nos résultats ont montré que les deux bactéries samsibles a la concentration
initiale d’injection mais a des niveaux variablésnsi, nous avons montré de maniére
originale que la rétention des deux bactéries (driéne beaucoup plus marquée pour E. coli)
augmente avec l'augmentation de la concentratiiali;m en cellules, jusqu’a un certain seuil
indiquant un effet de ripening, qui reste toutefisprenant au vu de I'électronégativité des
bactéries. En augmentant encore la concentratimjedtion, cette rétention diminue, cette
fois de maniéere plus classique, en suivant un nmg&renbien connu de type blocking, ou
saturation des sites de rétention des bactériesyfgigede résultat n'a été que trés rarement
observé pour les colloides, et en particulier gesrbactéries. Il a été observé récemment au
laboratoire avec des nanoparticules minérales ldam&me milieu poreux (Vitorge 2010).

L'étude du transport de bactéries en mélange aipatenmontrer que la rétention des
cellules deC. metalliduransCH34 est fortement augmentée en présence desesetiaE.
coli K12DH5u qui, elles plus mobiles, ne semblent pas affecpasla présence de€.
metalliduransCH34. Le peu d'études existantes sur le trangt®rmélange de bactéries ont
montré que I'effet mélange était fortement dépehdas especes considérées sans toutefois
faire ressortir de mécanismes précis.

Dans une derniére phase de ce travail de thess,avans montré que le sable utilisé
est tres réactif vis-a-vis des 2 métaux modelessqgat trés fortement retenus, « de maniére
irréversible » selon les conditions d'essais, eoroes et élués seulement a fortes
concentrations, c'est-a-dire dans des conditiondestsites de rétention des métaux sont
saturés. Les deux meétaux présentent des courbesrciee et des profils de rétention dans le
sable trés proches indiquant des mécanismes detiofteet de transport similaires. Nous
avons également évalué l'aptitude des cellulesébacines a faciliter et a accéléré la
mobilisation des deux métaux, seuls ou en mélaRgar cela, nous avons contaminé des
colonnes de sable d’Hostun par injection de créxneauzn et/ou de Cd a forte concentration
(10* ou 5.10'M). Aprés rincage des colonnes ainsi contaminées alusieurs volumes de
pore d’eau déminéralisée jusqu’a concentration teoms dans les effluents, nous avons
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injecté un volume de pore de suspension de bastgour évaluer leur capacité de

remobilisation des métaux. Les résultats ainsi raigeont permis de montrer un effet

important des deux bactéries sur la mobilité duieZdu Cd, qui dans tous les cas ont vu leur
mobilité largement augmenter, que ce soit dansffegents ou le long de la colonne de sable,
avec dans certaines conditions le lessivage deddus0% des métaux initialement retenus
dans le sable.

Ces effets de biolixiviation des métaux par lesxdbactéries s’expliquent par la
combinaison de deux processus distincts dont tgité varie d’'une bactérie modele a
l'autre : 1/ un effet direct de facilitation du misfert des métaux biosorbés sur les cellules elles
mémes mobilisées, tel que nous l'avons vu danshigpi@re 1V, et 2/ un effet indirect des
cellules sur la géochimie des métaux au contact gtesns de sable qui induit une
augmentation de solubilité et donc de mobilité (epste a confirmer). Cet effet correspond
aux phénomeénes de « bioweathering » ou bioliximmtisouvent expliqués par le relargage
par la cellule de ligands organiques au contactnadésux, qui soit chélatent ces métaux et
facilitent leur mobilisation, soit apportent deofens a la surface des grains de sable et
favorisent ainsi la solubilisation des métaux.

L’étude du transport facilité de Cd et de Zn enangk par chacune des deux bactéries
a montré l'absence d'effet mélange, puisqu’'aucus deux métaux n’est transporté de
maniere préférentielle par rapport aux conditions cbntamination monométallique,
confirmant ainsi que les deux métaux sont sujets méme processus de rétention, de
transfert dissous mais aussi de transfert faght€les bactéries.

A chaque étape de ce travaill nous avons tenté ddélimer nos résultats
expérimentaux pour tester nos hypotheses quantnaépanismes de biosorption ou de
transfert facilité observés. Pour cela nous avoppligqué une modélisation couplée
hydrogéochimique a nos résultats expérimentawgoesidérant 'équation de convection —
dispersion pour le transfert et le code PhreeqQ [@orésolution des réactions d’interaction
entre les métaux et les cellules ou le sable,te¢ &5 cellules et le sable.

Les résultats obtenus en conditions statiques @lptisn des métaux) et dynamiques
(transfert de bactéries seules et de métaux seulsnomélange) ont permis d’établir les
propriétés thermodynamiques de réactivité du systiamaire métal/sable/bactéries qui nous
ont ensuite servi a paramétrer le modele couptéstea-geéochimie appliqué aux résultats de
transfert des métaux dissous et biosorbés surdetiies. Sur cette base de modélisation
nous avons pu ajuster correctement les courbessdevdge des bactéries et des métaux et
prédire les profils de rétention en colonnes ddesdbeuls les effets d€. metallidurans
CH34 sur le transport des métaux a forte conceotrab’ont pas pu étre reproduits
correctement avec les constantes de réactionsndgtes a partir des études en batch,
indiqguant la dominance d'autres mécanismes parorap@ la biosorption, comme la
modification de la géochimie du milieu par la proton de ligands. Compte tenu de la
complexité des mécanismes de transport facilité mésaux par les bactéries, et bien
gu'encore imparfaite, car incompléte, cette appeoathe modélisation s’avere tres
prometteuse, si ce n'est pour prédire I'importanicetransport des métaux associés aux
biocolloides en milieux naturels, au moins pouteiesles hypothéses sur des mécanismes
précis, en laboratoire et pour faire avancer nomassances dans ce domaine.

Notre étude a donc permis de montrer ques les fiEgt@présentent des biosorbants
forts des métaux lourds tels que le Zn et le Cdyueelles sont capables, au moins sous
certaines conditions et de maniere variable d’wastdrie a I'autre, d’'augmenter et d’accélérer
fortement le transport de ces métaux dans les urilontaminés. Les résultats obtenus
ouvrent donc des perspectives importantes autanteenes de bioremédiation des sols
pollués que de compréhension et donc de predidiiorisque de contaminations des nappes
par les bactéries et les métaux.
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VI-2. Perspectives

Biosorption des métaux pas les bactéries

Concernant les analyses qualitatives de la digtabwsubcellulaire des métaux, il nous
semble important de valider rapidement les résultditenus dans notre étude par des
apporches de microscopie électronique plus résekitiet plus sensibles, telle que la
Cryomicroscopie par exemple, qui permet de consand’état les structures cellulaires sans
ajout de contrastants ou de résines qui peuvestéaues résultats, combinée a du PIXE ou
du NanoSIMS pour une meilleure localisation sulntaite des métaux. Des contacts ont éte
pris avec des spécialistes de ces techniques ‘aoathyjise de nos échantillons bactériens.

La technique de fractionnement physique des bastadaptée et appliquée dans cette
étude a permis de caractériser de maniére direffieace et, nous semble-t-il, robuste, la
distribution subcellulaire du Cd et du Zn dans ddactéries a Gram négatif. Il serait
intéressant de poursuivre ces études avec d’abaegries, et notamment, des bactéries a
Gram positif qui pourraient présenter des mécarssaifiérents de prise en charge des
métaux. Cela permettrait ainsi de vérifier 'unsaité des capacités de biosorption des
bactéries généralement mise en avant dans laatiité De méme, il serait intéressant de
réaliser des expériences avec une bactérie conoue ges capacités de séquestration
intracellulaire des métaux, ce qui permettrait @dider notre protocole d'étude avec un
témoin que I'on peut qualifier de positif pour Famnalisation des métaux.

Pour mieux comprendre le réle des EPS dans lagtiatedes cellules vis-a-vis des
métaux, l'utilisation de souches mutantes capatidesurproduire ou au contraire de ne plus
produire d’EPS ou d’autres constituants membrasapeurrait également apporter des
connaissances nouvelles sur les mécanismes defitiosades métaux par les bactéries.

De plus, dans I'environnement, les cellules étantplus souvent sous forme de
biofilms, la comparaison de la réactivité aux mgtde cellules libres (planctoniques) et de
cellules en biofilms permettrait également de mieaxmprendre les interactions métaux-
constituants biotiques dans les milieux naturelestres ou aquatiques.

Enfin, se rapprocher des conditions environnemesitah prenant en compte I'effet de
la présence de ligands inorganiques et organiqaeslds, matiere organique...) sur les
mécanismes de biosorption des métaux devrait pgersd mieux comprendre comment les
bactéries prennent en charge les métaux dansléesatarels.

Transport facilité des métaux par les bactéries

Les résultats obtenus ont montré le potentiel ingmbrde la Cytométrie en flux
(CMF) pour l'étude du transport bactérien, en patier en travaillant avec des souches
génetiqguement modifiées et marquées en fluorescdrweCMF permet de realiser des
guantifications bactériennes peu colteuses (harp@&aent), rapides, de forte sensibilité et
de maniére automatisée. Ces caractéristiques datvrpermettre de tester de nombreuses
conditions expérimentales, avec une large gammeoeentrations de bactéries ou de
colloides marqués. De plus l'utilisation de bae®riluorescentes permet de coupler ces
analyses a de l'imagerie (microscopie confocalegxa@mple) afin de mieux comprendre les
mécanismes de rétention des cellules bactérienmesvaau de la microporosité du milieu
poreux. La CMF devrait également permettre d’étudéemaniére plus précise le transport de
mélanges de bactéries. Pour cela il faut encordi@eréla quantification des bactéries en
sortie de colonnes, en utilisant des sondes flgerdgss ou en rendant les bactéries
fluorescentes avec des marquages aux caractéestgpectrales optimales (DsRed, CFP...).
Une fois ces procédures au point, cette technigelenettra d’étudier de nombreuses
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conditions : effet de la concentration, créneaugcsssifs de bactéries différentes pour la
bioremédiation...

Concernant I'étude du transport des bactéries, négssltats ont montré que les
propriétés physiques du milieu ainsi que les paigs physico-chimiques de la solution
semblaient étre responsables de la rétention dlesese |l serait intéressant de reproduire nos
expériences a des forces ioniques différentes palider nos hypothéses de mécanismes de
dépot des cellules dans le sable d’Hostun, et eicpker des essais de remobilisation des
cellules, aprés gu’elle aient été retenues, emjosiar la force ionique de la solution, ce qui
permettra également de confirmer le role de la gdoenporale du milieu.

Pour le transport facilité des métaux, il seradlément intéressant de tester 'effet de
I'injection de plusieurs créneaux successifs dedrees ou d’échelons de bactéries ou encore
en faisant varier la concentration cellulaire, panieux caractériser les mécanismes de
remobilisation des métaux par ces bactéries, daes perspective de développement de
procédés de dépollution de milieux contaminés parrdétaux lourds.

Comme pour la biosorption des métaux, il seraiérggsant de se rapprocher des
conditions naturelles en évaluant la capacité detéhies a biolixivier des métaux retenus
dans des sols naturels contaminés a forte dose.

Enfin, concernant la modélisation appliquée darite a&tude, il serait intéressant de
tenter de 'améliorer en la couplant avec des mexlel codes permettant de mieux décrire le
transfert des biocolloides en milieu poreux, coniY®RUS ou COMSOL. lIs sont capables
de résoudre, au moins numériquement, des équatiomplexes de transfert réactif de
colloides en 3 dimensions, approche utile pourugrales effets de géométrie du milieu
poreux sur la mobilité des bactéries.
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ANNEXE 1 : Enumération des cellules bactériennes par Cytontge en Flux (CMF)

Généralités sur la CMF

Le laboratoire dispose d'un cytométre en flux (CME§ de Accuri (Figure 1), qui
nous a permis d’effectuer un suivi rapide de lassance cellulaire et également d’évaluer la

toxicité du Zn et du Cd sur les bactéries modeles.

Figure 1: Photographie du cytométre en flux C6 de écuri avec passeur d'échantillon.

La cytométrie en flux peut étre définie comme ldguprécise de cellules isolées
entrainées par un flux liquide. C’est une technid@earactérisation individuelle, quantitative
et qualitative de particules en suspension darlgjuitle. Elle consiste a analyser les signaux
optiques ou physiques émis par une particule cdupafaisceau lumineux d'un laser. Les

signaux mesureés sont essentiellement relatifs:

e aux propriétés optiques intrinseques des particujes correspondent aux
phénomeénes de diffusion lumineuse liés aux dimessite la particule, a leur
structure interne, ou a l'auto fluorescence deageet cellules (végétaux par

exemple).

e aux propriétés optiques induites de fluorescencenoies par des marquages

spécifiques de structures ou de fonctions cellegair

Ces signaux sépares par des filtres optiques stlettés par des photomultiplicateurs,
amplifiés, numérisés et traités. Ce procédé d'aeaipdividuelle (cellule par cellule) est
multiparamétrique et peut s’effectuer a la vitedge plusieurs milliers d’événements par
seconde. L'ordinateur calcule les données statistigassocieées aux distributions des
parametres mesurés et les représente sous la fWhistogrammes (1 parameétre) ou de
cytogrammes (2 parametres) sur une ou plusieurglatigns dont les propriétés cellulaires
sont ainsi évaluées (figure IlI-3). Afin d'étre &yses, les cellules doivent étre mises en
suspension. Les cellules sont amenées au centne #huse de mesure et alignées les unes

derriére les autres (centrage hydrodynamique)diitne excitées une par une avec le faisceau
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lumineux. Pour cela, le liquide dans lequel se faimesure (liquide de gaine) subit une
accélération progressive ce qui entraine un étineate I’échantillon liquide et ainsi aligne les

cellules au centre du jet.

Les sources d’excitation utilisées dans le cytoen€6 d’Accuri sont des lasers qui
présentent un grand nombre d’avantages: puisssiat®ljte, finesse du faisceau. La présence
de 4 lasers de longueur d’ondes caractéristiquEsehtes permet de multiplier le nombre de
fluorochromes aux caractéristiques spectralesrdiftés (Tableau 1) utilisables pour marquer
spécifiguement des populations bactériennes, cesiyparticulierement interessant pour les

mélanges de populations.

Tableau VII1 : Longueurs d'ondes caractéristiques ds lasers du cytométre C6 de Accuri.

Longueur d’onde Longueur d’onde
Nom du laser o .
d’excitation d’émission
FL1 488 nm 530+ 15nm
Laser bleu FL2 488 nm 585+ 20nm
FL3 488nm > 670nm
Laser rouge FL4 640 nm 675+ 15nm

Une fois excitée par le laser, la cellule bactérgemé-émet les différents signaux
optiques qui doivent étre focalisés, séparés, aclieminés vers des systémes de détection,
les photomultiplicateurs. lls sont pour cela, sibemés par différents circuits optiques,
composeés d’'une alternance de miroirs et de filthgses avoir traversé cette succession de
miroirs et de filtres, la lumiere est recueillie tehnsformée en signal électrique par un
photomultiplicateur. Les signaux optiques recueilint une intensité corrélée avec des
propriétés cellulaires allumiére diffuséerenseigne sur la morphologie et la structure de la
cellule. Si la diffusion de la lumiére est mesudaéas I'axe du rayon incident, l'intensité du
signal peut étre corrélée avec la taille et lailitétcellulaire. Sous un angle de 90°, la mesure
correspond a la structure intracellulaire de ldute(réfringence du cytoplasme, morphologie,
rapport nucléo-cytoplasmique). La mesure da Ilumiere absorbée évolue
proportionnellement au diametre de la cellule (®3gp sphérique) et a I'indice d’absorption

des constituants cellulaires. flaorescenceémise apportée a la cellule par un fluorochrome.

Concretement, pour cette étude, la cytométrie er flermet de donner 3 types

d’informations sur les celluledaynadié, 2006) :
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e Sa tallle relative appelée Forward Scatter — FS&teCmesure correspond a la
lumiere diffractée aux petits angles. Elle est prtipnnelle a la taille de la cellule
et est détectée dans I'axe de la lumiére incid@fdewvard Light Detector), Figure
2.

e Sa granularité relative ou complexité interne repnéée par le parametre Side
Scatter — SSC. Cette mesure correspond a la ludiffractée aux grands angles.
Elle est proportionnelle a la granularité et a tanplexité de la cellule et est
détectée a 90° par rapport a I'axe de la lumiemdente (Right Angle Light
Detector), Figure 2.

* Son intensité relative de fluorescence, appeléedEM selon le laser utilisé. Elle
est collectée a 90° par rapport au faisceau lumindtile peut étre une
autofluorescence ou résulter d’'un marquage par wrplosieurs fluorochromes

spécifiques de constituants cellulaires.

r Flot 2: NA3T || Plot 3: MO37 X
. = GATE  [Mo Gating] a + GATE = [No Gating]
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4 g 3
P4 2 ]
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Figure 2: Principe de mesure de la Cytométrie endix et exemples d'histogramme et de cytogramme
obtenus en CMF. L'histogramme montre le nombre deaups en fonction de I'intensité de fluorescence sur
le premier laser (FL1-H). Le cytogramme représentda granularité (SSC-H) en fonction de la taille (F€-
H).

Ces informations permettent de « trier » les ceflidtudiées et donc de remonter a des
concentrations cellulaires connaissant les volundé&chantillons analysés. De plus
I'utilisation de marqueurs spécifiques peut renseigsur I'état physiologique des cellules, ce

qui en fait une technique particuliéerement puissa&m microbiologie environnementale.
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ANNEXE 2 : Dosage des sucres (phenolf80,), d’apres Masuko et al. (2005)

Préparer les dilutions de glucose pour la courbrdstrd entre 0 et 1ug et entre 1 et 5ug
de glucose. Solution 100g/L faite a partir de 1ggleose et 10mL O MQ (a filtrer sur
0.2um). Conservation de la solution mére €209 mois environ.

0.1g/L Glucose 1lg/L Glucose

standard (uL)  Water (uL) (n9) standard (uL)  Water (uL) (na)
0 100 0 0 100 0
10 90 0,1 10 90 1
20 80 0,2 20 80 2
30 70 0,3 30 70 3
40 60 0,4 40 60 4
50 50 0,5 50 50 5
60 40 0,6 60 40 6
70 30 0,7 70 30 7
80 20 0,8 80 20 8
90 10 0,9 90 10 9
100 0 1 100 0 10

Solution d’acide sulfurique :
Mettre 5mL d’acide sulfurique 95% dans falcon et glace.

Solution de phénol 5 % :
Dissoudre 1.25g de phénol dans 25mLA&DHMQ (sous hotte chimique)

Protocole :

1) Décongeler doucement les échantillons a RT

2) Allumer le bain sec a 90 °C (vérifier la tempérajur

3) Préparer les standards

4) Vortexer les standards / échantillons (soit 3édhams x triplicat = 9 tests) et
transférer 100l dans un ptube de 1.5mL

5) Placer les ptubes dans de la glace

6) Ajouter 150uL de la solution glacée$0,

7) Ajouter 30uL de la solution de phénol 5%

8) Vortexer doucement

9) Placer les tubes 5min a 90°C

10)Refroidir les tubes — RT

11)Faire le blanc du spectro avec de I'eau MQ

12)Transférer 'ensemble dans une cuvette PMMA

13) Lecture 2490nm

Avec les cuves PMMA, utiliser la méme cuve pourtésules mesures pour éviter les
différences dues aux cuves.

I Une fois la mesure faite, jeter les échantillondans poubelle liquide acide !!
Attention, les solutions utilisées étant fortemenacides, elles dégraderont le papier
essuie-tout utilisé au labo pour nettoyer la paillase avec libération de sucres et
risque de contamination et backround. Donc, duranfa manip, ne rien frotter avec
de I'essuie-tout ! Travailler proprement et si pastout nettoyer une fois que la manip
est terminée !!!
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ANNEXE 3 :Dosage des protéines selon le protocole de Foliowry (Lowry et al.,

1951)

Préparer les dilutions de BSA pour la courbe stahdatre O et 1ug et entre 0 et 5ug de
BSA. Solution 1000g/L faite a partir de 1g de BSAmL H,O MQ (a filtrer sur 0.2 um).

0.1g/L 0.5g/L
standard (uL) Water (uL) BSA (ng) standard (uL) Water (L) BSA (ug)
0 100 0 0 100 0
10 90 0,1 10 90 0,5
20 80 0,2 20 80 1
30 70 0,3 30 70 1,5
40 60 0,4 40 60 2
50 50 0,5 50 50 2,5
60 40 0,6 60 40 3
70 30 0,7 70 30 3,5
80 20 0,8 80 20 4
90 10 09 90 10 4,5
100 0 1 100 0 5
Lowry A:
- 29 NaOH
- 10g NaCGs

- 2.5g sodium tartrate
- 12.5g SDS ou 62.5mL SDS 20%
- Ajouter pour avoir 500mL de solution.

NB : L'utilisation du potassium tartrate peut rendre $DS insoluble. La solution se conserve 3 mois a
température ambiante. Si elle devient trouble,irefane nouvelle solution.

Lowry B: 1% CuSQ - 5 HO dans HO MQ : 1g CuS@dans 100 mL LD MQ

Réactif de Lowry A préparer le jour méme.

50mL de Aet0.5mL de B;

Réactif de Folin (Sigma F9252onservation RT a préparer jour méme)

Diluer a 1N avec un volume identique d® MQ.

Protocole :

1)
2)
3)
4)
5)
6)

100uL d’échantillon (soit 3échantillons x triplica tests)
Ajouter 1mL de réactif de Lowry

Incuber 30min a température ambiante

Ajouter 100puL du réactif de Folin

Incuber 30min a température ambiante

Lire au spectro &60nm

Absorbance a 660nm ou 750nnsi pas assez sensible (trop petites valeurs) an660n
(cuve PMMA ; utiliser la méme cuve pour toutes hessures pour éviter les différences
dues aux cuves).
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ANNEXE 4 : Caractéristiques du sable d’'Hostun (données dwfirnisseur)
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ANNEXE 5 : Modélisation du transfert de métaux (PhreeqC in¢ractive)

#Percolation Cd en colonnes
#Colonnes Aurélien

#TITLE Cd en colonnes
SOLUTION_MASTER_SPECIES

#Element species Alk gfw gfw_of element

#Cc Cc-1 0 121.14 121.1#4 Site carboxyl sur Colloid
SURFACE_MASTER_SPECIES

#S b S b

S si S siOH

SURFACE_SPECIES

S siOH=S_siOH ; log_k 0 O#surface-silice neutre
S SiOH - H+ =S _siO- ; log_k 36#surface-silice -
S siOH + Cd+2 - H+ =S _siOCd+ ;log_k #8urface-silice-zinc

HIHHEHHE A Simulation 1 #HHHHHHHHHHHHHIHH
SOLUTION 0-10
units mmol/kgw

pH 6
C(4)1 CO2(g) -4.0
end

SURFACE 1-10 # Surface adsorption in column cells
-equil 0

-no_edl

S si 350e-6

-no_edl

#S b 30E-5#

-no_edl

END

END # prevent from selecting out (in file) thdwgmn composition

HHHHEHHE Simulation 2 #HHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEE
# Bidest flushing Cd input

TRANSPORT # Flush column with bidest water peatering metals
-cells 10
-shifts 0 # 30
-time_step 1100
-flow_direction forward
-boundary_conditions  flux flux
-lengths 10*0.015
-dispersivities 10*0.008
-correct_disp true
-stagnant O
-warnings true
-punch_cells 10
-print_cells 10

217



SELECTED_OUTPUT
-file out.sel
-selected_out  true
-high_precision false
-reset false
-solution true
-distance true

-time true

-step true

-pH true
-alkalinity false
-totals Cd

-molalities S _siO- S _siOH S_siOCd+

END
HH A Simulation 3 input of metals ##HHHHHH
PRINT ; -selected_output false # do not pridtison O composition

SOLUTION 0 # defining metallic and bacterial insolution
units mmol/kgw
pH 6 # charge
C(+4) 1 CO2(qg) -4.0
Cd0.61
N(+5) 1.22

PRINT ; -selected_output false # do not pridtison O composition

END # prevents from printing the solution 0 comgiosi
#HHHH Simulation 4: Flush column with metaltiacterial solution ###HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHE
PRINT ; -selected_output true

TRANSPORT ; -shifts 9.5# 10 # créneau pen@a8 Vo
-punch_cells 10 # imprimer toutesdeBules
END

#HHHH#HH# Simulation 5 ; Define bidest washing Sl I HEHHEHHEHHEHET
PRINT ;-selected_output false

SOLUTION O  # solution de bidest, pour poudsaréneau
units mol/kgw
pH 6.0 #charge
C(4)1 CO2(qg) -4.0

END

HH#HHH#HE# Simulation 6 : Flush with washing solutigt I HIHHEHHEHHEHHEHE
PRINT ; -selected_output true
TRANSPORT #
-shifts 75 #40
END

TRANSPORT ; -shifts 0 # 10 # créneau pendavib
-punch_cells 1-10 # imprimer toutesdellules
END
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ANNEXE 6 : Modélisation du transfert de métaux en présencele bactéries
(PhreeqC interactive)

#Percolation Bactéries et Cd en colonnes
#Colonnes Aurélien

#TITLE Bactéries et Cd en colonnes
SOLUTION_MASTER_SPECIES

#Element species Alk gfw gfw_of element

Cc Cc-1 0 121.14 121.14 Site carboxyl sur Colloid

SURFACE_MASTER_SPECIES

S b S b
S si S siOH
S _bhi S_bi

SOLUTION_SPECIES

#reaction acid-base des sites Cc#
Cc-1 =Cc-1;log kO
Cc-1+H+=CcH ;log_k 3.0 #II KH
Cc-1+ Cd+2 =CcCd+;log_k 6 #### KiXZconstantes Zn-bacterie

SURFACE_SPECIES

S bh=Shbh ;log_k 00.
S b+Cc-1 =S bCc-1 ;log k 3 3####!l K-SX surface-coll_carb-

S b+Cc-1+H+ =S bCcH ;log k 36#!Il K-SXH = K-XH * K-SX surface-coll_carb-H
S b+ Cc-1+Cd+2 =S _bCcCd+ ;log k 3 H### K-SXZn = K-XZn * K-SX surface-coll_carb-

S bi=S_bi ; log_kO0.0

S bi+ Cc-1 =S biCc-1 ;log_Kl2 ####Il K-SX  surface-coll_carb-

S bi+Cc-1+H+ =S biCcH ;log_ k15 #M K-SXH = K-XH * K-SX surface-coll_carb-H

S bi+Cc-1+Cd+2 =S _biCcCd+ ;log K8 ###t K-SXZn = K-XZn * K-SX surface-coll_carb

S siOH=S_siOH ; log_k 0 O#surface-silice neutre
S SiOH - H+ =S _siO- ; log_k 36#surface-silice -
S siOH + Cd+2 - H+ =S_siOCd+ ;log_k #&hirface-silice-zinc

HIHHE A Simulation 1 #HHH T
SOLUTION 0-10 # Define bidest flushing solutionidathe 10 initial cell solutions

units mmol/kgw

pH 6 # charge
C(4) 1 CO2(g) -4.0
end

SURFACE 1 # Surface adsorption in column cells

-equil0 ; -no_edl
S_si 350E-6
-no_edl

S b 60E-5
-no_edl

219



S_bi 30E-5
-no_edl
END

SURFACE 2
-equil0 ; -no_edl
S_si 350E-6
-no_edl

S b 40E-5

-no_edl

S _bi 15E-5

-no_edl

END

SURFACE 3
-equil0 ; -no_edl
S_si  350E-6
-no_edl

S_b 25E-5

-no_edl

S_bi 10E-5

-no_edl

END

SURFACE 4
-equil0  ; -no_edl
S_si  350E-6
-no_edl

S_b 15E-5

-no_edl

S_bi 5E-5

-no_edl

END

SURFACE 5
-equil0  ; -no_edl
S si  350E-6
-no_edl

S_b 10E-5

-no_edl

S_bi 2.5E-5

-no_edl

END

SURFACE 6-9
-equil0  ; -no_edl
S si  350E-6
-no_edl

S_b 10E-5

-no_edl

S_bi 1E-5

-no_edl

END

SURFACE 10
-equil0  ; -no_edl
S_si 350E-6
-no_edl

S_b 10E-5

-no_edl
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S _bi 1E-5
-no_edl
END

END # prevent from selecting out (in file) thewdn composition
HHHEHHE Simulation 1 #HHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEE
# Bidest flushing before bacteria and Zinc input

TRANSPORT # Flush column with bidest water peatering metals
-cells 10
-shifts 0 # 30
-time_step 1100
-flow_direction forward
-boundary_conditions  flux flux
-lengths 10*0.015
-dispersivities 10*0.008
-correct_disp true
-stagnant O
-warnings true
-punch_cells 10
-print_cells 10

SELECTED_OUTPUT
-file out.sel
-selected_out  true
-high_precision false
-reset false
-solution true
-distance true
-time true
-step true
-pH true
-alkalinity false
-totals Cd
-molalities CcH Cc- CcCd+ S _bCcH S_bCchGcCd+ S _biCcH S_biCc- S_biCcCd+ S_siO-

S siOH S_siOCd+

END

HiHEHHHHE Simulation 2 : input of metals #aHHHHH
PRINT ; -selected_output false # do not pridtison O composition

SOLUTION 0 # defining metallic input solution
units mmol/kgw
pH 6 # charge
C(+4) 1 CO2(qg) -4.0
Cd0.61
N(+5) 01

PRINT ; -selected_output false # do not pridtison O composition
END

#it##### Simulation 3: Flush column with metalhacterial solution ####H#HHHHA R T
PRINT ; -selected_output true

TRANSPORT ; -shifts 9.5# 10 # créneau pen@a8 Vo

-punch_cells 10 # imprimer toutesdeBules
END
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H#HHHHAAHH Simulation 4 @ Define bidest washing SOt HHHHHHHHHHHHHHHEH
PRINT ; -selected_output false

SOLUTION O  # solution de NaNO3, pour poudearréneau
units mol/kgw
pH 6.0 #charge
C(4) 1 CO2(qg) -4.0

END

H#HHHHAAHH Simulation 6 : Flush with washing solutigtHHHHEHHHHHHHHHHE
PRINT ; -selected_output true
TRANSPORT  # pousse NaNO3 pendant 24 Vo
-shifts 69 #40
END

END # end bidest flushing simulation
A Simulation 5 : input of bacteria #HHHHHHEHH T HHE
PRINT ; -selected_output false # do not pridtison O composition

SOLUTION 0 # defining metallic and bacterial itgolution
units mmol/kgw
pH 6 # charge
C(+4) 1 CO2(qg) -4.0
Cc 0.2;

PRINT ; -selected_output false # do not pridtison O composition
END

#itH#### Simulation 6: Flush column with metalhacterial solution #####HHHHA ]
PRINT ; -selected_output true

TRANSPORT ; -shifts 10 # 10 # créneau pendavio 1
-punch_cells 10 # imprimer cellule 10
END

H#HHHHAAHH Simulation 5 : Define bidest washing ot HHHHHHHHHHHHHHHEHH
PRINT ; -selected_output false

SOLUTION O  # solution de NaNO3, pour poudearréneau
units mol/kgw
pH 6.0 #charge
C(4) 1 CO2(g) -4.0

END

H#HHHHAAHHE Simulation 7 @ Flush with washing solutigtHHHEHHHHHHHHHHE
PRINT ; -selected_output true
TRANSPORT
-shifts 40 #40
END

TRANSPORT ; -shifts 0 # 10 # créneau pendaviv 1

-punch_cells 1-10 # imprimer toutesdellules
END
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