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1. PROBLEMATIQUE

[La pollution de la biosphire par les métaux lourds est devenue un problédme
critique et urgent A résoudre.

Leur préseunce croissante dans 1'euvirounemeut provient surtout de l'acti-
vité humaine (PAGE et al., 1979, FURRER et al., 1980). Lea principales
sources authropogéunes d'immission des métaux lourds sout 1'iudustrie (PAGE
et al,, 1979, SCHACNTSCHABEL et al., 1982, FANAKI, 1985), les atations
d'iucinération d'ordures ménagéres (Bl1EDERMANN et al. 1984), lea décharges
et l'sgriculture par 1'utilisation d'engrais minéraux, d'engrsis organi-
ques tela lea composta de gadoues, les bouea d'épuratioun, les liaiera de
pores et par 1'emploi de pesticides (STICHER, 1980, FURRER et al., 19831,
NFP-22, 1984),

Les métaux lourds so00t des aubstauces nocivea trés dangereusea car ellea
ue sout pas biodégradables. Leur accumulatiou préseute surtout un danger
pour les sols.

Les métaux lourds parvieouent daus les aola so0it par voie directe, adjonc-
tion de substauces contamioéea par cea €lémeuts, soit par voie iudirecte
via l'atmosphére (BRUNNER et al., 1981).

Les sources de la pallutiou de 1l'air par les métaux lourds proviennent
principalement du briilage des combustiblea fosailes, de I'incinération
d'ordures mémagérea, des proceaaus de combustion 3 haute température de
matériaux 4ndustriels contenant dea métaux lourds (PAGE et al., 1979,
NORDGREN et al.,1983, FANAKl, 1985) et des véhicules A moteurs
(STOFEN,1975). Aprés avolr &té relachés dans 1'air, les métaux lourds dit
atmophiles ou leur oxydea sont transportés et diffusés selon le mouvement
de 1'atmosphére et des conditlons météorologiques. Les métaux lourds sont
ensuite redépoada coutribuaut ainai au probleéme d'accumulation dans les
sals, les végétaux et les eaux.
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La toxicité des métaux iourda ne menace pas seulement i'homme, lea animaux
et lea plantes (BREMNER, 1974, UEHLEKE, 1984) maia auvaal les microorganis-
mee¢ (CAVALLI, 1946, SINGLETON et al., 1977, GADD et al., 1978, BABICH et
al,, 1978, DOELMAN et a}., 1979, NUGENT et al,, 1979, BECK, 1981, BISCHOFF,
1982, KUSTER, 1983, BROOKES et al., 1984, STADELMANN et al,, 1984). Ils
agissent sélectivement sur les germea microblens entrainant ainsi une
diminution de leur apectre (JORDAN et al.l1975, BABICH et al.l977, OUXBLRY,
198%).

Be plus les métaux lourds inhibent 1'activité de nombrewnses enzymes du
sol. SCHINNER et al.{1980) notent une diminution de 1'activité de 1la
déshydrogénase, de l'uréase, de la xylanase et de la cellulaae pour des
anls traitéa avec du culvre. TYLER et al, (1974, 1975) cobservent une
inhibition de 1’activité de la phoaphatase acide, de 1'uréase, de 1'amy-
lase et de 1a cellulase dans dea sols riches en Cu, Zn, Cd et Ni. BECK
(1981) remarque une inhlbition des protéases et de la déshydrogénase dans
des sols contaminés par du Cd, du Cr et du Zn. La réduction de la diversi-
té des germes microbiens de meme que l'inhibition de leurs activités
blochimiques peuvent avolr de graves conséquences sur la fervilité des
aols, Certalns auteurs (TYLER, 1973, JORDAN et al,,1975, COUGHTREY et
al.,1979) obeervent une accumulation de la 1itiére dans des régjons pol-
luées par lea métaux lourds (Zn, Cu, Ni, Cd, Pb....).

Les microorganismes peuvent A un certain degré modifier les formea des
métaux lourds auxquellea ila sont exposés. Ceci peut se passer par trans-
formatien en dea formes moine toxiques, immobllisatien par ab- oun adsorp-
tion (FRIEDMANN et al,, 1968, DUGAN et al., 1972, NORRIS et al,, 1979,
KHREK et al., 1982, MACASKIE et al., 1985) et mobllisation A partir de
solutiona {COLR, 31979, MCENIGHT et al,, 1979, STERRITT et al. 1980).

Les microorganismes développent de nombreux mécanismes vis & vis d'une
accumulation ou d'une présence normale de métal lourd. Ils peuvent modi-
fier leur perméabilit& cellulaire réduisant ainsi le passage des métaux
lourds dans 1a cellule (KORKRALA, 1979, GADO et al., 1984). Ils peuvent
synthétlser dea protéinea liant lea métaux lourda (HORITSU et al., 1980,
JOHO et al., 1985) ou des substances organiques telles 1'acide citrique,
1’acide oxalique, qud lea chélatent (VACZI et al,, 1980). A la surface des
cellules, certains microorganiamea peuvent préciplter les métaux lourds
(DOYLE ev al., 1980, BEVERIDGE et al., 1976, 1981, AIKING et al,, 1982,
1985) om les adsorber dana une matrice gélatineuse a polysaccharides
(GRIFFITHS et al., 1975, MURRAY et al., 1975),
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Ces mécanismes d'adaptation sont souvent 1iés A une transformatien généti-
que. Beaucoup de plasmides dans des bactéries soit Gram- soit Gram+ pos-
stdent des genes qui déterminent la résistance A certains métaux Iourda
(STERRITT, et al., 1980, SILVER, 19881, TREVORS et al,, 1985).

Parmi les recherches réalisées sur les métaux lourds Iea auteurs travail-
Ient surteut avec des sels naturellement contaminés. Les aspects critica-
blea de ces études sont que les sols utllisés contiennent en général un
mélange de métaux louxds et que les concentrations de ces £léments sont
souvent trés élevées (JORDAN et al,, 1975, BALICKA et al,, 1977, BISESSAR
., 1982, OLSON et al,, 1982}, De plus, il est pratiguement impossible de
comparer cee résultats entre eux car les auteura considérent la concentra-
tion totale et non la concentration seluble. La concentration totale d'un
métal lourd correspond A 13 quantité 1iide plus ou moins fortement aux
particules minéralea et organiques du 50l et & la quantité en eclutien
{GUPTA et al., 1980). La toxicité des métaux lourds a l'égard des organis-
mes me doit pas s'exprimer en fonction de la concentration totale mais en
fonction de la concentration diapenible., Cette quantité correspond & la
teneur en métaux lourds qui ae trouve sous forme de ions ou de complexes
solubles, La concentration de métal lourd en solution peut €tre estimde en
utilisant dans le so0l un extractant qui est uoe aolution saline neutre
telle NaNO4 {GUPTA et al., 1983). Pour une concentration totale donnée, Ia
concentration disponible d'un métal lourd dépend des propriétés dea sola
{pH, CEC : capacité d'échange cationique).Du moment qu'un aocl est contami-
né par un élément la concentratien dispenible définie de ce métal Iourd
devrait entrainer toujours Ile meme effet quantitatif relatif soit pesitif,
s0it négatif sur un param?tre biclogique.

Dans le but de sauvegarder & jong terme la fertilité des sola la Confédé-
ration a préparé un projet d'Ordonnance sur les polluants du sol (0sal)
qui sera mis en vigueur d2sz le premier septembre 1986, Cette Ordonnance a
pour but d'établir pour les sels des normes d'immission maximales admis-
sibles, Ces valeurs daoivent &tre inférieurea & celles causant un début
d'inhibition dee processus biologiques intervenant dans iea cycles biogéo-
chimiques gui se déroulent dans les sols.



2, BUTS DU TRAVAIL

Les buts de notre &tude soot :

— d'établir dans un milien liquide synthétique les concentrations soit de
Cd, aoit de Cu pour lesquelles le tsux de croissance d'une bsctérie dn
genre Becillus, la eynthdse et 1'sctivité de son w-amylase présentent un
début {CLT), 20 (1020] et 50X d'inhibition (ICSOJ. Les concentrations de
métsux lourds seront exprimées soit en teneur totsle aoit en teneur
soluble (extrsctioo avec Nalo, 0.1 M),

Le culvre et le cadmium sont retenus pour cette &tude car le premier est
un élément essentiel 2 1z vie slare que le second ne l'est pas. 11 est
donc intéressant de comparer leur action sur les parsmétres blologigques
citéa plus haut,

La bactérie cholsie appsrtient an genre Bscillus car ce genre, vu les
casrsctériatiques des espdces, est trds répsndu dsns les sols et peut
coloniser des habitats trds différents. On préfére 1'étude de 1' oc-amy-
lsse A d'autres exoenzymes d'importsnce é&cologlque plus grande car la
structure, le mode d'asction de 1' o~amylase sont bien connus et son
analyse est relstivement simple A effectuer, On opte pour 1'étude de 1'
x-amylsse car cette dernidre est surtout eynthétisée psr lea microorgs-
nismes.

- de trouver lequel de ces psramétres est le plus sensible, soit su Cd,
soit su Cu.

- de déterminer lequel des deux métsux lourds présente ls plus grande
toxicité A 1'égard des paramdtres biologiques cités plus haut,

- de voir dans un sol - gecond milieu expérimental- comment ces paramdtres
biologiques réagissent soit sw Cd, soit au Cu. Pour.le second miliew
expérimental on utilise le sol Steinhof dont les propriétés physico-chi-
miques {(CEC, pH) favorisent une bonne mobilité des métaux lourds,

- de contribuer pour le Cd et pour le Cu 2 1'élsborstion de normes d'im~
mission maximalea pour le projet d'Ordonnsnce aur les polluants du 5ol
(0s01),



3. MATERIEL ET METHQOES

3. 1. laclement des acuchea

3. 1. 1, Milieux utilisés

- Gélpse nitrate-glucose :

Kz“?ﬂﬁ 0.8 g
KH2P0,' 0.2 g
CaSO,'. 2 H20 0.05 g
Hgsoé. 7 Hzo 0.5z
FeSOg. 7 Hy0 0.01 g

KROJ 1g
Glucose i0 g
Agar 15 ¢
Eau dist. 1000 ml

-~ Bouillon selon Difco :

Adjonctions possiblea : Agar i5s
Extrait de terre 10 ml
KNO; 1X ou 8%

- Gé¢lose glucose + (NHA)ESOA H

comme gélose nitrate-glucpae, mais 1 g (nnﬁjzsoﬁ au lieu de KNOq

- Bouillon glucose—extrait de levure

Extrait de levure 5 g
Glucase 10 &
Bau dist, 1000 mi
Acide lsctique ad pH 5.5
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- Milieu peptone-lactose :

Peptene 10 ¢
Lacteae 10 g
RBau dist. 1000 mi

- Agar peptone-amidon + rouge neutre :

Peptone 10 g
Amidop 208
Eau diat. 1000 ml
Extrait de levure 5 g
Rouge neutre 50 g
Agar 15 ¢

3. 1, 2. Réactifs

~ solutien vielet de criatal
=-.s0lution au Lugel

- safraniuve

- neir de Seudan

- réactif d'Bhrlich

= réactif de Grieas I

- réactif de Grieaa Il

Ces réactifs ent é&té préparés aelen la description faite par OREWS,
(1976),.

3. 1. 3. Pasteuripatien du ael .

0ans un erlenmeyer de 100 ml stérile, on mélange 4 g de sel, tamisé & 2 mm
et séché & 1'air, avec 20 ml d'eau distillée stérile. Cette suspensiou de
sol est pasteurisée A 80 OC pendant 5 minutes dans un bain-marie. Ce
traitement décrit par CLAUS (1963) permet de aélectiouner des bactéries
sporulantes A cause de la thermorésistance des sSpores.



3, 1, 4, Barichissement des bactéries.

La solution pasteurisée sert d'inoculum pour les différents milieux
d'enrichissement. Ls composition de ces milieux est choisie en fonction
des particularités des différentes espdces de Bacillus & rechercher., Les
particularités permettant l'isolement de 6 espices sont décrites dans le
Bergey's Manual {1971).

Les méthodes d'enrichissement décrites par CLAUS (196)) aont rézlisées
corme suit:

- B. megsterium est prototrophe et pousse sur nitrate et glucose comme
seule source d'azote et de carbone. Son isolement ae poursult comme
suit: & l'aide d’'une baguette coudée on étale sur une gélose de ni-
trate-glucose, 1 ml de suspeusion de sol pasteurisée. Aprds une période
d'incubation de 4B heures & JOOC, B, megeterium forme sur 1'agar des
colonies blanches, rondes et brillantes,

- B, cereus est anaérobie fecultatif. On 1'isole corme suit: dans un
flacon rodé, on introduit 2 ml de solution de sol pasteurisé auxquels on
ajoute du bonillon contenant du KNOy 2 1 jusqu'2 ce que le flacon soit
rempli complEtemenat. On referme ce dermier aens y lalsser de bulles
d'air & 1'intérieur. On repique une quantité de culture d'enrichissement
sur du bouillon gélosé. Apr2a incubation de 24 heures 2 37% B. cereus
forme sur 1'agar des colonles blanchatres de forme irrégulidre,

- B.licheniformis est une esp2ce dénitrifiante. Pour obtenir une culture
enrichie de cette eapdce on prockde de la méme manidre que pour B.cereus
en utilisant un bouillon contenant du KN03 & BY et une température
d'incubation de 459 C. Aprda croiseance on étale aor une gélose glucosée
contenant du sulfate d'smmonium qoelques gouttes de cette culture dans
laquelle 8 est formé do gaz (Ny et Ny0). Apreés ume Incubation de 4B
heures a 170¢ B.licheniformie forme sur la gélose des coloniee mates,
blanches dont le pourtour est lobé avec des excroissances lichénifor-
mes.

- B.circulans est wvne espdce dont la différentistion d'avec les autres
espdces de Bacillus n'eat pae estisfaiaante. La procédure d'iselement
utiliaée eat identique a celle ntilisée pour B.cereus & deux exceptions
préa : la température d'incubation eat de &Soc et le pi de la gélose
contenant 1'extreit de terre & 1% egt ajusté & 6. B. circulans forme sur
la gélose des coloniea blanches et matea avec un contour présentant des
lobes échancrés.
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- B, coagulaus est une espdce thermophile capable de pousser sur des
miljeux scides. Son isolement se fait comme suit : dsns un erlenmeyer de
100 ml contenant 20 ml de bouillon glucosé et de 1'extrait de levure de
PH 5.5 on ajoute 1 ml de suspension de terre pasteurisée, Le bouillon se
trouble spr2a uee incubation de 24 heures 2 50%C. om préléve | ml de ce
liquide que 1'on transfire dans le meéme milien en observant les memes
conditions d'incubstion que précédemment. On &tale guelques gouttes de
cette culture sur un bouillon gélosé compreusnt de I'extrait de terre 2
1%. Aprés incubstion de 24 heures 2 4506 B. coagunlsns forme sur la
gélose des colonies blanches, plates et ridées de forme irrégulidre,

- B.polymyxs eat anaérobie facultatif produisant par fermentation d'hydra-
tes de csrbone du €0, et dea composés acides, Dans des tubes & essai
contemant 10 ml de milieu de peptone-lactose et une cloche de Durham on
ajoute 1 ml de suspension de terre pastenrisée. Aprds incubation de 48
heures A 30°C on remsrque la formation de gaz dans la cloche de Durbham
de certaines éprouvettes. On choisit un tube présentant un fort dégage-
ment gazeux, dugjuel! on préldve quelques gouttes de culture que !lon
étale sur de 1'agar peptone-amidon-rouge neutre. Aprds incubation de 4B
heures & 3006 B.polymyxa forme des colonies blanches sur 1'agar,

3. 1, 5. Congervation des souchea.

Aprés enrichissement, on effectue pour chague souche 2 A& 3 é&talements
polygonaux successifs sur bouillon gélosé contenant de l'extrait de terre
a 1% pour s'assurer de leur pureté. Chacune des souches est ensuite trans-
férée dans des €éprouvettes contenant de l'agar incliné additionmé d'ex-
trait de terre 3 1%. Cea souches gsont conservées selon plusieurs maniZres:

- lyophylisation (NAVEKE et al,, 1979)

- conservation a —2008 dans de la glycérine (50%) selon la méthade décrite
par NAVEKE et al. (1979}

- conservation des souches a 40¢ sur du nutrient agar incliné contenant de
1'extrait de terre a 13X,
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3. 2, Méthodes de détermioation dea souches isolées.

Dn base 1'étude taxonomique des bactérles appartenant au geure Bscillus
sur l'analyse de trois grauds types de caractdres :

3. 2, 1. Lea caractlres morphalogiquea, cytologiques et cytochimiques,

L'examen de ces caractéres implique l'emploi de bactéries a 1'état frais
{culture de 24 heures) et se pratlque A 1'aide d'un micrescope photounique.
Ces observstions sont fondées sur les critdres suivants :

- la forme et les dimensions des cellules
- la motilité des cellules

~ la présence de spores, leur forme et leur position dans le sporange et
leur sptitude & déformer celui-ci

- 15 structure des parois cellulaires est révélée psr ls coloration de
Gram selou la procédure décrite par DREWS {(1979)

- la présence d'inclusions de poly-P-hydroxybutyrate, globules cytoplssmi-
ques 3 caractire lipophile, eat mise en évideuce par des colorante
llposolubles, Nous avons employé la méthode au noir de Soudan (DREWS,
1979}.

3. 2. 2. Lea caractires outritionnela

3. 2, 2. 1. Utiliaation du glucose ou du_mamnitol

L'sptitude ou non A fermenter les sucres est un caractire important pour
la détermivnation des bactéries. L'utilisation du glucose et l'utilisation
du mannitol sont teatéea, Dans dea tubea A essal munis d'une cloche de
Durham, oous répartissons 8 ml d'uu bouillon contenant du bleu de bromo-
thymol (iodicateur de pH) avec soit du glucose A 0.5% soit du mannitol 2
0.5%, Lea milieux aont inoculéa svec chacune dea souches A tester, Apris
incubation de 7 jours A température amblante, on observe les produits
formés,. La présence d'acldee orgavniques eat mise eu évidence A l'aide de
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1'indicateur de pH alors que la formation de gaz est détectée avec la
cloche placde dans 1'éprouvette. L'acétoine, produit neutre, formé durant
la fermentation 2-3 butane-diol est analysée selon le test de Voges-Pros-
kauer {(DREWS, 1979).

3. 2. 2, 2. Hydrolyae dea polymdrea

- casfiine : avec une anse de platine on inocule, en falsant un trait
diamétral, une gélose au lait avec chacune des souchea & tester. Aprés
incubatien de 7 jours A 10% 1'hydrolyse de la caséine se traduit par un
dclaircissement de 1'émulsion au voisinage de la zene d'inoculation le
long du trait diamétral.

- amidon : on inocule, de la méme mani2re que pour le test 3 la casédine,
une gélose & 1'amidon. Apr2s incubation de 7 jours 2 30°C an recouvre la
surface de )'agar par une solution au Lugel. L'hydrelyse de 1'amidon au
voisinage de la zone de croissance a2 traduit par la non formarion du
complexe bleu que ce polymdre forme avec |'iode,

3. 2. 3. Lea caractdrea phyaiologiquea

- tolérance dea bactéries, & 1'azide de sodium (0.002%), au lysozyme
(0.005%X), au WaCl (5 & %) : on ensemence, avec chacune des soiches, un
tube de bouillon notritif (0difco) contenant 1l'une ou l'autre des subs-
tances citfes ci~deasus,. Apr2s incubation de 7 jours 2 100 1a croissan-
ce est attestée par un trouble dans le milieu. Pour le témoin on effec-
tue un test de crolssance sur le meme milieu nutritif sans substance
inhibitrice.

- crpissance anaérobie @ la spuche A tester est inocwlée sur wne gélose
standard 1 (Merck). Les boites de PEtrl sont mises 3 incuber dans une
enceinte dépourvue d'oxygdne (procédé Brewer, Gaspak BBL) pendant 7
jours & 3000.

- production d'indele 3 partir du tryptophane : on inocule un bouillen
tryptoné avec chacune dea acuchea & tester. Aprds incubation de 7 jours
a JTDC on ajoute aux cultures 20 gouttes de réactif d'Bhrlich. En pré- .
sence d'indele le ré&actif vire au rouge cerise.
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utilisation du citrate de sodium : avec les souches & tester on inocule
le milieu “Simmons citrate apar" (0ifco). Aprés une incubation de 7
jonrs a JOOC 1'utilisation du citrate s'accompagne d'une alcaliniasation
du milieu {virage du vert au blen de Ll'indicateur).

croissance sur la gélose de Sabouraud au glucose (Merck), Les milieux
ensemencés sont iucubés pendant 7 jours a 3000.

désamination de la phénylalanine : on ensemence uue gélose & la phényla-
lanine., Aprés incubation de 2 jours & JOOC on fait couler sur la surface
de 1'agar 4 gouttes de FeCl; & 10X, Une coloration verte indique la
présence dJe 1'acide phénylpyruvique.

présence de la catalase : ou eugsemence de 1'AC agar (Difco) incliné,
Apr2a incubation de 7 jJours 2 JOOC on introduit dans chaque tube 1 & 2
ml de solution de 8202 a 3%. Un dégagement gazeux indique la préaence de
catalase.

respiration des nitrates et dénitrifiecation : ou eusemence un tuobe de
culture contenant 6 ml de bouillon uitraté et une cloche de Durham avec
chaque souche & étudier., Aprds incubation (7jouras a 3000) on trausfére
dana une éprouvette 1 ml de cuilture auquel on ajoute 2 gouttes de réac-
tif Griess I puis 2 gouttes de réactif Griesse II, Une coloration rouge
meme fugace indique la présence de nitrites. La colorstion rouge ioter—
vient lorsque la réactiou de diazotation entre les nitritea et le réac-
tif a pu avoir lieu. Si le test est pégatif oo ajoute au mélange précé-
dent une pointe de spatule de zinc métallique, Le zine réduit les ni-
tratea en nitrites qui, eu réagissant avec les réactifs Griess I et II,
donnent une coloration rouge an mélange. Cette coloration indique gue
lea nitrates n'ont paa &été réduita. Si la réactioo est pégative et gu'on
observe dans la cloche de Durham un dégagement gazeux (NQ) on est en
présence d'un phénoméne de dénitrification. Si on ope remarque aucune
formation de gaz dans la cloche on a alora une nitragmonificarion.
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3, ). Miliey de culture pour la bactérie,

Les souches de B,lichenifermis et de B.megaterium sSont cultivées sur le
milieu selon White et Adolfi {WA) de composition suivante:

- Milieu de base (solution_1)

NaqHPO, 5.51 g
H,0 1000 m1

- Solution d'éléments (solution 1)

MgS0,. 7Hy0 50 mg
MnCl,. &H,0 4 mg
Feso, - 2.8 mg
50, 0,058 60 ml

- Saurce de carbone (solutieon 3}
glucoge 4 2.5% ou amidon selon Zukolwsky 4 5%

Les trois solutions sont stérilisdes séparément pepdant 20 minutes A
12006. Aprds refroidissement, on mé&lange :

- 78% de solution )

- 2% de solution 2

- 20% de eolution 3

Le milieu de culture & un pH de 6.6, Lea adjonctions possibles A ce milieu
sont so0it du cadmium, soit du cuivre sous forme de sels de chlorure, Les
solutions de métaux lourds sont atérilisées par filtration (filtre, stéri-
1e Acrodiac, 0.2 um, article no. 4192, Gelman).

Les conditions de culture sont lea suivantea : 1'inoculum est une précul-
ture réalisée dans un er)enmeyer de 500 ml avec chicanes contenant 100 ml
de milieu WA. Les cultures sont préparées dans les mémes conditions que
les précultures avec la méme source de carbaone.
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3. 4. Conditions de croisaance en miliev aynthétigue liguide,

L'étude sur la crolssance est effectuéde seit en éprouwvettes (5 ml de
milieu WA) soit en erlenmeyers de 500 ml (100 ml de milieu WA) sur un
agitateur {(Lab Shaker de type LSR) a 3700 et awvec 300 BRPM. Dn utilise
aupssl un fermemteur {MBR de type Minl Bioreactor) de valume de trawvaill 1.8
1. On le remplit avec 1.6 1 de milien WA. L' agitation est de 1070 RPM,
Avec une pompe A aquarium le milieu de culture est aéré avec un débit
d'air de 75 1/h. La température du milieu est maintenmue constante grace A
un systZme de refroidissement compremant um deoigt réfrigérant dans lequel
circule 1'eau du robinet. A 1‘'aide d'un systéme de régulation auvtomatigue
actionnant soit la pompe A NaDH 1N, soit celle & HC1 IN, le pH du milieu
est maintenu stable.

3. 5, Priae et trsitement des échantillons dans le milieu de culture :

Aprds ensemencement de la culture on préldve, chague 2 heurea, un échan-
tillon aervant aux analyaes suivantes @

3, 5. 1. Meaure de la densité optique 1

On étudie la croissance en suivant le développement de la turbidité de la
culture bactérienne en cours d'incubatien. On mesure, 3 436 nm, la densité
optique de la culture en choiaissant 1'eau comme référence. La relation
entre l'extinction & 436 nm et la densité de population des cellules est
licéaire jusqu'a 0.3. Dépasaé ce seuil on dilue la culture avec de 1'eau
distillée 2, 10 et 50 fols selon le degré de la croissance.
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3. 5. 2, Détermination du poids aec

Sur un filtre METRICEL TM DM-450 {grosseur des pores 0.45 tm, diamdtre du
filtye 47 mm) préalablement rincé avec de 1'eau distillée puls aéché, on
fait passer 20 mi de culture. On transfi2re ensuite le [Filtre dans un
flacon pdse-filtre que l'on place dana une &tuve A 700C Jusqu'd 1'obten-
tion d'un poids constaot. Apréa refroidissement dans un dessicateur on
détermine en g/l le poids se¢c de la culture,

3. 5. 3, Détermination de_la teneur en protéineg :

Pour cette analyse on ceotrifuge, avec une centrifugeuse de table {(MSE
Chilspin), 10 ml de culture 2a 40c et a 4500 & pendant 30 minutes. On
conserve le culot bactérien qu'on lave 2 fois avec un tampon phasphate 50
mM, pH 7. Le culot resuspendu dans 10 ml de tampon est conservé 2 -2000.
La teneur en protféinea est déterminfe selon LOWRY et sl. (1951). La BSA
(Merck) est choisie tomme protéine standard.

1. 5. 4, Déterminatioa de 1'activité o —amylasique :

AprEs centrifugation d'un &chantillon {cf. 3. 5. 3) on transvase le surna—
geant de 1s culture dans une bouteille en plastique de 50 =l que 1'on
congerve 4 -2006 pour l'analyge enzymatique,

L'activité de 1' w-amylase est mesurée aelon la méthaode de FUWA (1954}
avec quelques lé&p2res modificatlons, Dans un petit tube en plastique on
pipette:

~ 0,3 ml de tampon acétate 50 mM de pRH &

- 0.5 ml d'amylose (2 mg de substrat / ml de volume réactionnel)

= 1.5 ml d'eau distillée

On laisse repoaer pendant 10 minutes 2 STOC.

- 0.1 ml de surnageant



On incube A 3700 pendant 30 minutes.
- 2 ml de CHJCOOH 2,5 M (stoppe la réaction)

A 1'aide d'un petit entonnoir on transvase ce mélange dans un ballon Jaugé
de 50 ml. On lui ajoute approximativement 10 ml d'eau distillge 2 37% et
1 ml de solutien aun Lugel {(mélange de KI 2% et de 1 0.2%). Le mélange est
ajusté A 20 ml avec le 1l'eau A 3700. Aprés agitation on mesure 1‘'extinc-
tion de la solution 3 700 nm contre de 1'eau.

Pour la valeur témoin en procdde de la meme manidre que ci-dessus, en
vtilisant 0.5 ml d'eau distillde A la place du substrat,

Pour la courbe standard on suit le meme mode opératoire en choisissant des

quantités d'amylose allant de 0.6 & ) mg. On exprime l'activité de 1°'
x-amylase en mg d'amylose disparu par ml d'échantillen et par heure.

3. 5, 5 Analyae dea acidea aminéa :

Lea dchantillons sent préparés comme décrit sous 3, 5. J.
Lea acides aminés sont déterminda par chromatographie A phase lonigue.

L'alanine et la glycine sont analysés selon la méthode décrite par SPACK-
MAN et al, (1958) alors que la cystédine, la cystine et la méthionine selon
celle de MOORE (1963),

Avec cette méthode, on ne mesure pas directemeot la cystéine, la cystine
et la méthionine mais leurs produitas d'exydation qui sont 1l'acide cystéi-
que et la sulfane de méthionine,



3. 6. Propriétés du sol :

3. 6. 1, Provenance 1:

Steinhof (SO), de coordonnées 619.250/223,650

3. 6. 2. Propriétés physico-chimiques ¢

Tablesan 1 ¢ Propriétés physico-chimigues dun so) Steinhof

b 4 b1 X PH CEC P K 4 b4 C/R
argile silt aable mt/z/ ug/e ug/e C N
100g

17.6 37,2 45,1 5.6 10.77 0,53 4.9 0.72 0,13 5.5

P = teneur soluble en P
K = teneur aoluble en K
z = velence de

La capacité aun champ eat de 41. 3X.

3. 6. 3. Teneur en métaux lourds :

Les tensurs totales sont donnfes en pgfg.m.s.

cd : <0,5 Cr : 10
Zn @ 41 Fb : 13
Cu: 8.5 Mn : 706
Ni : 14 Hg : 0.04



3. 7. Prélévement et préparation des échantillons de sol @

A l'aide d'une pelle carrée on préléve 3 plusieurs endroits du terrain, du
s0]l que 1l'ou récolte dans des cageols eu plastigue. Au laboratoire on
écarte, de la terre tamisée A 2 mm, les détritus de végétaux gqui a'y
trouvent. Ou mélange bien la terre avant de la répartir dans des sacs en
plastique que 1'on dépose dans uu réfrigérateur A &oc.

3, 7. 1. Détermination du poids sec !

Daus un plateau métallique préalablement taré on ajoute environ 199 g de
sol frais que l'on met A sécher 2 105% jusqu'a poids coustant (environ
une uuit). Aprés une nouvelle pesée ou détermine la teneur en eau du sol
frais. Par cette analyse ou fixe la guantité de sol frais A peeer &guiva-
lente & 10 g dc matidre séche {g.m.s.).

3. 7. 2. Détermivation de la capacité maximale en eau :

Daus un couvercle de boite de Pétri on dépose un cyliudre eu plastique,
perforé 4 1a base, qui contient 10 g de terre séchée, Avec une pisaette on
remplit le couvercle avec de 1'eau distillée. On laisse reposer ce systéme
en y rajoutaut de temps eun temps de 1'eau jusqu'd saturatiou du sol. Puis
on détermine la capacité maximale en eau eqa unité de polda (JAEGGI, 1976).

3, B, Méthodea de atérilisatioo du sol :

Dans deg boraux ev verre d'uo litre ou ajoute aux troia quarts de la terre
fraiche. Apr&s les avoir fermés avec uu couvercle métallique ou divise ces
bocaux en trois lots pour les traitements suivants :
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3. 8. 1, Autoclavage 1

Le aol est stérilisé peundant 30 minutes 2 120% dans un autoclavage (FRDE=
GARI, type FNR).

3. 8. 2. Tyndalliaatjon ¢

Les échantillona de sol aont traités 2 1uo°c pendant 30 mivnutes. On répite
ce traltement trols fois A intervalle de 24 heures,

3. 8. 3, Rayonnement gamma @

Les &chantillona de aol A irradier aont amenéa avec un 1ift dans une
encelote GAMMAZELL-220 (Atomic Energy Canada) munie d'une source de 6060_
Pour uve intensité de ) Mrad le sol est exposé pendant 7 hewres aux ra-
yons, pour 5 Mrad 10.9 heures, pour 8 Mrad 17.5 heurea et pour 12 Mrad 26
heures,

3. 9, Détermination de la population bactérienne dans le gol :

Dana un erlenmeyer atérile de 500 m1 avec chicanea on pése une quantité de
so0l frais correspondant A& 10 g de matidre siche., On y ajoute une solution
de dispersion stérile (1.8 g de pyrophosphate de sodium 10 fois hydraté)
jusqu'd ce que 1l'on ait 100 g de nélange sol-liquide, Cetle suspeo-
sion-ditution 2 10'1. est agitée pendant 30 minutes 3 175 RPN, A partir de
cette solution initiale on fait upe série de dilutions allaot de 10 en 10,
On déteymine le nombre de germea par gramme de matidre sa2che de sol aelon
les méthodes suivantes : ’
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3. 9, 1. HMéthode aur boite de Pétri selon Koch :

De trois suspensions-dilutions choisies on pipette 0.5 ml que 1l'on étale ,
avec une bzguette coudée, sur boite de Pétri contenant du Nutrient Agar
(Difco}. Pour chaque dilution on a 4 répétitions. Aprds une incubation de
7 Jours & 2500 on compte le nombre de colonies qui se sont développéea sur
1'agar, Les résultats sont donnés en nombre de bactéries par gramme de
terre géche. Les bactéries poussant sur ce milieu correspondent aux germes
bactériens saprophytes aérobies,

3. 9. 2. Mtthode du oombre de germes le plus praobable selon Mc Crady

3. 9. 2. 1. Détermination duv nombre total de germea :

Dans des éprouvettes contenant 5 ml de milieu de culture WA contenant de
1'amidon , on ajoute 1 ml des suspension-dilutions allant de 1071 3_10'10.
Dh a 4 répétitiona par ecuspension-dilution. Apres une incubarion de 7
joura A 2500 on compte, pour chaque suspension-dilution le nombre de
répétitions présentant une turbidité du milieu de culture. La suspen-
gion-dilution la plus faible avant lees 4 répétitions positives dome le
premier chiffre (4) d'un nombre caractéristique, Le nombre de répétitions
positives dee 2 suspension-diluticna suivantes donnent les 2 derniers
chiffres de ce nombre. Avec une tazble statistique de Mc Crady (POCHON et
TARDIBRUX, 1962) on cherche pour 4 répétitions en fonction dn nombre carac-
téristique obtenu, le nombre de germes le plua probable (MNP). Le produit
de c¢e nombre par l'inverse de Ia plus faible dilution pour lagquelle tous
les tubes étajent positifse indique la quantité de germes par gramme de
matidre séche de sol (RAVEKE et al,1979).

3. 9. 2. 2. Détermination du nombre de germes amylolytiques @

Ce nombre est déterminé comme ci-dessus avec 1'exception que 1'on n'ob-
serve pas la turbidité de la culture mais la réaction colorée formée par
le complexe amidon-Lugol (Kly). Une couleur bleue du milieu indique que le
test est négatif alors que si elle eat brune ou jaune le test est positif,



3. 10, Détermination de l'activité a-amylasique du acl :

Cette nouvelle méthode eat développée dans le chapitre 7.

3. 11, Analynea du cadmium et du cuivre :

3. 11. ), Tepcur rotale dans un ael :

Pour la détermination de la teneur totale d'un métal leurd (ML) on fait
une extraction de sal 3 chaud avec HNOJ 2M pendant 2 hepres aelon la
méthede d'ANOERSON (1975). Apréa filtration de cet extrait (filtre Schlei-
cher & Schiiell 602 1/2) on détermine la teneur en métaux leurds avec un
spectrophotaomdtre d'abaorption atemique (Perkin Elmer 420}.

3, 11, 2. Teneur acluble :

Pour déterminer la teneur soluble en métaux lourds, on utilise comme
solvant du nitrate de sodium (NaN03; 0.1 M). Le rapport de poids entre
1'échantillen de terre et le solvant sera de 1:2.,5.

Les concentrations en ions coivre et cadmium asont dnalysées d4vec une
électrode de référence AgCl et d'une électrode spécifique an cuivre ou au
cadmium. Ces ¢lectrodes sont calibrées en présence de NOJ' avec trais
cencentrations de métal (0,02, 0.2 et 2 M), On mesure le potentiel de
chacune des cellules aprds addition de petites quantités des selutions
soit standard avec NO3' soit de cpivre ou de cadmium, Cette méthode est
décrite par MARINSKY et al. {1982), Pour de trés faibles cencentrations
(quelques ppb) les métaux lourds sont analysés .avec un ‘polarcgraphe (PAR
Modell 384 Polaregraphic Analyser}).



4, ENRICHISSEMENT, ISOLEMENT ET DETERMINATION DES SOUCHES ET CHOIX DE LA
BACTERIE A ETUDIER

Parmi les bactéries telluriques oun a choisi d'&tudier une bactérie appar-
tenant au geure Bacillus qui soit amylolytique { o-amylase), prototrophe
et de croissance hamogéne.

Pour 1saler les bactéries sporulantes du genre Bacillus on a tout d'abord
effectud une pasteurisatioun. Ce pracédé &limine toutea les cellules végé-
tatives et permet aux spores, thermorésistauntes, de survivre, La suspen=
slon de terre pasteurlsée servira d'inaculum pour les différeunts milieux
d'enrichissement. ’

Les procédures d'iscolement ont &té adaptées dlaprds CLAUS (1963). La
compositiou des milieux d'enrichissement est choisie en fonctiocou des
propriétés biochimiques et physiologiques des souches 2 Techercher.
L'isulemeut peut etre solt direct sur bofte de P&tri (B.megaterium) soit
indirect. Dans ce cas il est précédé d'un enrichissement caractéristique
pour chaque espedce & rechercher (cf. Hatériel et Méthodes).

4, 1. Héavltata

Les souches abtenues selon ces procédures sont présentées au tableau
sulvant :
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Tablean 2 3 Présentation des souches obtenues aprés avolr recherché dif-
férentes espéces de Bacillus selon lea procédures d'isplement proposées
par CLAUS (1961).

Espece recherchée Souches obtenues
B.coagulans 135
B.megaterium 6210
B.po)ymyxa 11 215
B.licheniformia 6 a 21
B. cerena 22326
B.aubtilis 274 29

Ces 29 souches apnt ensuite caractériades (cf. tablean 3} & [faide de
teats cyteloglques, biochimiques et physiolegiques (cf, Matériel et Métho-
des), On obtient aiosl une matrice des des caractirea phénotypiques.

Selon les procédés de la taxenomie numérique lea souches isolées sont
regroupées en fonction de leur resaemblance. Cette taxoncmie est basée sur
les principes d'Adansen (STANIER, DOUDQROFF, 1971), Parmi ces données,
Adansen émet 1'hypothése que tous les caractéres phénotypiques ent la neme
valeur taxonomique., Ce postulat permet d'exprimer numériquement les dis-
tances taxenomiques entre les erganismes, en rapport an nombre des carac-
térea différents relativement au nombre total des caractéres examinés.

Le nombre des souches A &tndier de meme que le nombre des caractires
discriminants rendent cette approche pen pratique sans 1'utilisatien d’un

ordinateur.

Ce travail est réalisé comme suit :
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- on transcrit la matrice des données (cf. tablean )} en une matrice
binaire (cf, tablean 5). A chaque souche on attribue sa liate de carac-
t2res diacriminanta. En fonctien des propriétés dea souches on exprime
cea caractérea soit par la variable 0, soit par la variable } (tableau
4),

Tablean 4 : Attribdbution de la variable soit 0 soit 1 au caractdre discri-
minant.

Caractire diacriminant 0 1
Gram négatif positif
Spore
dimension non déformante déformante
forme sphérique allongée
position terminale on centrale
sub-terminale
Globulea cytoplasmiquea abaence présence
fFermentation
&lucoae pas de production production de
ni de gaz ni d'acide gaz ou d'ecide
Acétoine abaence préacoce
Croissance
anaérobie négative faible ou
poaitive
Saboureaud-glucoae négative faible ou
pasitive
bouillon plue azide négative faible oun
positive
lyaozyme négative faible ou
poaitive
NacCl & 5 ou 7% négative faible ou
positive
Production d4'indole abaence préaence
K04~ NO,” poaitif négatif
NO5~ Ny positif négatif
Hydrolyae de la caséine rositive négetive
Hydrolyse de 1'amidon pasitive négative’
Désamination de la
phénylalanine poaitive négative
Utilisation du citrate poalitive négative

Catalase positive négative
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Tableau §: Matrice binaire.

Tarononie Bacillus
a 21
granstel sallsceatyqrf glaf glgfrwofaoguopreransaglnandlysosel 7seldatricaseari dphed
citresta
(Ad,1X,2273.0)
1 1111110201111011211D1
2 111123010212301111011
3 1111111101111011111011
4 1111110101211031111021
§ 11111301013 11031111011
£ 1011110100015111011111
7 101113010001212101211%
8 1051110300031111011101
9 101110100011111011181
1b 101111p300031111014393
11 010900009101100000010%
12 9100000002011 000000101
13 D1600BDOY10110D0D001
14 p109000001 011000200101
15 £100000001011030000101
16 1011011131121011151041
17 1010011111111013113011
18 1011011131211031113011
19 10120111210101 11131010
20 1011021111110111113011
21 1010011111110911111011
22 101111000121 0131113001
23 1011110001211211101000
24 101113000111091131100%
25 1011110001110123111001
26 1011110001110111111001
27 100650D08D0104001 000101
28 013101900111 0113 011404
29 1010010101111 011131011
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~ A l'aide de la matrjce bipajre ainsji obteaue (cf. tableau 5) l'ordina-
teur calcule la distance pour chaque paire de souches qu'il arrange em
une matrice des distances, La diatance utilisée choiale arbitrairement
es5t celle de Soergel et correspend & 1'équation auivante:

1 = e = dg
ath+c¢

avec a = uombre de caractdres poaltifs pour 2 agpuches consid2rées
b = nombre de caractdrea positifs pour la souche x et négatifs pour
la souche y
¢ = nombre de caract2res négatifs pour la souche x et positifs pour
la souche y.

La matrice triangulaire dea distances est donnée au tableau 6

- Le programme regroupe ensujte lea distauces calculées selon trois critd-
rea d'agrégation posaibles : le chaiuvage simple, moyen ou complet. On
choisit de repgrouvper lea diatancea selon lea 3 critdres possibles, Ou
obtient aiusi 3 arbres hiérarchiques ou depdogrammea {cf. figures 1, 2,
3) reprégentant les souches regroupfen d'aprés leur degré de parenté,
Parmi les 29 souches isolées on obtient 5 pgrouvpea de bactériea et 3
souches (27 3 29) isolées, Quelle que soit la stratégle d'agrégation
utilisée ou obtient qualitativement & pev prda le meme résultat, On
remarque cependant que la aouche 29 se rapproche de l'espdce B.licheni-
formia par le chaivage aimple mais ¢'eu &loigue per les autres chaina-
ges.

= Pour identifier ces groupes de souches ou cousidire leurs propriétés
{cf. tableau 3) que 1'ou compare avec les groupea d'espdces définis sous

la forme de tableaux aynoptiques davus la Bidme 2ditioun du " Berpey's
Manual ",



1

27

HPBRL 0*OESIRMATIONS

SO0E OF th GLSTRKE

Tableau 6: Matirice triangulaire des distances.
MRTRICE 056 DISTHEES

ﬂnﬂ

I BEEEEYsORULHEERRRIY

oS oconooeacORowmcoDooo

SRREEARRPRERRAREERBgRLREs:

SR BUnARRRRRRRRBERRQRKERERT

SR AAARRRERRRAAREESEgREERET
-

19

EESERAZERAR

cuseccaconw

18

17

18

15

u

13

HRBEBYRE

12
22



~ 28 -

figure 1 : Dendogramme obtenu selon 1a stratégie d'agrépatioo du chalnage
sinple (programme Clas, groupe d'étude eo méthode gquaotitative, Université
de Reuchdtel),

0.667
©8.632+

0.696+
0.661-1
0.526+
0.491
©.466=
0.4214
8.386+
0.351
0.316+
0.2014

0.246- I
B.2114

0.1756

0.1484
9.1054
0.978-
2.835+

9.088- I—l__r] r_IJ.I_I : I_r._l_l




f re 2

0.857
0.9124
0.76% -~
9.722+
8,677+
8.6324
0.586-
Q.641
9.496+
0.461-
Q. 496
8.3614
9.916~
Q.271+
0.226+
9.le@—
9.136-
0.098-
9.046~

Dendogramme ghienu selon la stratégie d'agrégation du chainage
moyen {(prograrmme Clas, groupe d'étude en méthede quantitative, Universite
de Neuchatel).
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figure 3 : Dendogramme cobtenu selom la stratégie d'agrégation du chalnage
complet (programme Clas, groupe d'étude en méthede gquantitative, Universi-
té de Neuchatel),
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8.741
8.780-
€.659

8.510
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8.841
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-
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Tablesu 7 t Proposition d'identification des 29 sonches isolées.

Numéra des Groupes d'espdces définis Identification
souches isolées dans le "Bergey's Manual” . de 1'espice
1-5 1i-13 B. ceoagnlans
16-21 1-1 B.lichenifermis
22-26 4-7 B.cereus
6-10 4-7 B.megaterium
11-15 14-17 B.asphaericus
27 14-17 -
28 - -
29 11-13 -

D'une manidre générale les procédurea d'isolement proposées par CIAUS ont
permis d'iscler les souches recherchéea. On remarque cependant que, pour
le groupe des souches 11-15 dont 1'isolement devait fournir 1'espice
B.polymyxa, on isele 1'espdce B.sphaericus. Les souches obtenues possdent
une spore ronde déformante alors que 1'espdce B.polymyxa posstéde une
spore allongée. De plus ces souches ne produisent pas de gaz nl sur Je
bouillon au glucose, ni sur celui contenant du mannitol, elles ne sont pas
anaérobies facultatives et n'hydrolysent pas la caséine,
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Lea souchea 27 & 29 ne peuveut pas etre ldeutifidea avec auffisamment de
précision, d'antres caract&rea différentiela devraleut etre examinda, Pour
la souche 27 appartenant au groupe d'espdces 14-17 défiul par Bergey, la
fermeutation de 1'arabinese, du xylose et la décompasitien de la tyresine
devraient etre étudifea. Pour la sonche 29 classée parmi le groupe
d'espéces 11-13 on devrait définir lea caract¥ves déjad cités pour la
senche 27 plns la production de la dihydroxyacétene. La souche 28, dont
le caractére de la spore dé&formaut la sporange est variable, oe peut pas
gtre cataloguée dans un groupe d'espéces. Ces souches uon ideuntiflées sout
laisafea en auspeus.

4. 2. Choix de le bactérie A étudier :

La seuche A retenir pour netre dtude doit possdder les propriétéa suivan-
tes ¢

- caractére amylolytique. Le caract&re amylelytique des souches, est
déterminé selon le test de 1l'hydrolyse de 1'amidon (cf. Matériel et
Méthedea).

- productien d' x-amylase : les souches isclé&es doivent posséder 1' w-amy-
lase et non la P-apylase, cette dernlére enzyme &tant surtout produite
par les végdtaux.

- prototrophie : ce caractire est esseutiel pour notre &tude car il permet
de cultiver les bactéries dana un milieu de culture dépeourve de facteurs
de croissauce telas les acidea aminés ou les vitamines, Les groupements
-NH,, -COOH et -~5H qui eutrent daus la composition de ces substances
camplexent les métaux lourds (Cu, Cd} diminuanrt ainsi leur quantité
soluble dans le milieu wutritif. Ce phénom2ue peut falaifier les résul-
tats obtenus larsqu’on expdrimente 1'effet des métaux leurda sur les
pracessus blochimiques régis par les bacléries. Le caractére prototrophe
des souches eat donné dans la 8idéme éditien du "Bergey'a Manual.
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Tableau 8: Activité amylolytique et prototraphie chez les souches isolées.

Numéro Espice Hydrolyse Praototrophie
des souches de 1'amidon {Bergey's Manual)
1-5 B.coagulans * -

6-10 - B.mepaterium + +

16-21 B,licheniformia * +

. 22-16 B.cereus + -

27 - + 7

~ croisaance homogdne : 1'étude de la aynthese de 1' w~amylase, demandant
une précision et une constance du pH et de la température, sera faite en
fermenteur. Afin de faciliter ce type d'expérience, la croissance bacté-
rienne doit etre homog2ne. Les bactéries doivent ni se coller aux parcis
du récipient de croissance, ni former d' agrégats. Ceci empecherait ume
lecture de la densité optique et favoriserait uo échantillonage hétéro-
géne.

Dans dea erleameyera de 50 ml, stérilea, on ensemence, A 1'aide d'une anse
de platine 15 ml de milieu de culture WA contenant de l'amidoo & 1%, avec
le matériel bactérien (cf, Matériel et Méthodes). On examine 5 souches de
B.megaterium, & souches de B.licheniformis et la souche no.2?. Les souches
appartenant aux espdces B.coagulans, B.cereus n'ont pas £té testées ici
car elles ne sont pas prototrophes,

Aprds incubation sur agitateur durant 24 heures i 3008 a4 170 RPM, on
cbserve la croissance des souches :
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Tablean 9 : Teat de la croisaance homogine de certaines sonchea iaclées.

Espece No. de la sauche Homogénéité de la
isolée croissance

§.megaterium 6
7
8 -
9 -
10 +
B.licheniformis 16 +
17 +
18 +
19 +
20 +
2 +
nen définie 27 -

Parmi lea souches expérimentées senles les souchea no.8, 9 et 27 forment
au cours de leur croissance des dépote sewva la forme de petits grains
blancs.

Des sonches possédant tous les caract®res requie on élimine cellea appar-
tenant 3 1'espice B.mwegaterium car elles produisent la S-amylase et on
cheisit arbitrairement la sonche no. 19 appartenant & 1‘'espéce B.licheni-
formis. Cette eouche sera désignée dans la svite de notre iravail par
B.licheniformis By.
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5. ETUDE EN MILIEU SYNTHETIQUE LIQUIDE

Avec la bactérie anmylolytique B. licheniformis isolée précédemment a
partir d'un sol peu contaminé en métaux lourda (bactérie non adaptée aun
polluant), on réaliee la premitre partie du travail qui eat 1'étude dans
un wilieu synthétique liquide,

Cette recherche a pour buta :

- d'estimer 1'effet soit du cadmium ‘sojt du cuivre sur la croissance de
B,lichenifermia LT la synthése et 1'activité de son t-amylase.

= de déterminer de ces paramdtres lequel présente la plus grande sensibi-
1ité A ces €lémenta .

5. 1. Croiasance bactérienne :-

Avant d'étudier 1'effet du cadmium ou du cuivre esur la croizecance bacté-
rienne on définit et choiait, dans un milien de culture dépourvu de métal,
les paramdtres de croissance, Dn recherche ensuite la tempérure optimale 3
laquelle se développe B, licheniformis puia 1'influence de deux sources de
carbone (glucose, amidaon) sur la creissance bactérienoe,

5. 1. 1, Biude dea paramdirea de croiasance :

Dans un erlemnmeyer de 500 ml cootenant 95 ml de milieu de culture on
ajoute 5 ml de préculture de B.lichenifermia a, (Matériel et Méthodes). La
culture est agitée avec soin a 300 ReM a 377,

En fonction du tempa d'incubation on suit le développement de la culture
en mesurant sa densité optique A 436 nm (90636)'
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On distingve sur la courbe de croimaance {(cf. figure 4) trois phases :

- la phase de latence (I} gqul vreprésente 1'intervalle de temps entre
1'inoculum et 1'intersection entre la droite prolengée exprimant le taux
de croismance et la droite partant de 1'ineculum paralldlement A 1'axe
des X. La durée de la phase de latence dépend de 1'age de 1'inoculum et
de la différence entre la compesitien du milien de 1la préculture et
celle du milleu de culture. Avant de pousser lea bactériea s'adaptent 2
ces nouvelles conditiens et syuthétisent les enzymes nécessaires A leur
développement. La phase de latence est exprimée en heures (h).

- La phase exponentielle (I]}, Cette phase est caractérisée par un taux de
croissance constant (m). Il est exprimé, daes le medéle de creissance
classique, seleon la relation x = xu.eUt.
avec x, ~ biemasse de 1'lneculum exprimée en D.O.

X = blomaase au temps 1
t =~ temps aprés 1'inoculatien

La relation linéaire est dennée par lux = Inx, + pt. En calculant les
paramétrea de la dreite on ebtient u qul représeunte la pente de cette
droite et lux, la cencentration de la blomasse dans 1'inoculum. Le taux
de croissance exponentiel est spécifique A chaque espéce bactérienne et
dépend des conditions expérimentales.

- la phaae stationnaire (I1I). Durant cette phase, la crolsaance bacté-
rienne s'arréete. Cet arret de croissance peut etre du soit A un Epuise-
ment du substrat, seit & la production de métabolites toxiques pour les
bactéries. Le rendement ¥ de la culture peut étre exprimé, 3 un moment
de la croissance quand u = Hongs PAr 1'expression sulvante :

avec : X = biomasse au temps de 13 mesure
x. = biomasse de 1'inoculum eu blomasse obtemue lers de la mesure
antérieure
s_ = concentration du substrat dans le milieu nem ineculé, ou
présente lors de la mesure antériepre
s = concentration du substrat dans la culture au temps t.
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figure 4 : Croissance de B.licheniformis en milieu liquide synthé&tique non
renouvelé.

DO 436

10 |-

1.0 +—

p= taux de crolssance

| phase de latence
Il phase exponentlelle
Il phase stationnaire

01 ¢




- 138 -

Pes trois paramdtres de croiasance cités plus haut nous étudiens la durde
de la phase de latence et le taux de croisaance.

5.1, 1. 1, Influepce de 1s température sur lea parambtres de croiasance:

L’ ebjet de cette expérience eat de trouver la température de croissaoce
optimale pour B. licheniformis.

On fait un premier test qualitatif pour déterminer, approximativement, le
domaine dea températures pour lequel B.licheniformis 84 mootre une crois-
gance optimale,

Dans des éprouvettea on ensemence le milieu nutritif WA & 1'amidon avec
quelques gouttes d'une préculture de B.lichenifermis g, 4 37% (Matériel
et Méthodes). Les éprouvettes sont placéea dans des dtuves A air, Au coura
de la période d'incubstion an ebserve plusieura fols par jeur la turbidité
dea cultures.

Les résultats sont donndés au tableau svivant :
Tableau 10 : lofluence de la température sur la croissance de B,licheni-

formis s, dans le milieu de culture WA contenant de 1'amiden A 1X (test
qualitatif avec incubation dea tubes dana un incubateur a air).

Température Phase de latence . Turbidité de la culture
% (n
10 longue nulle
20 longue faible
25 langue faible
a0 moyenne faible
35 moyenne farte
i7 courte forte
40 courte forte

50 courte faible
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A lODC. B. licheniformis 5, me croit pas, méme aprts 80 heures de mice eo
culture, Ce résultat concorde avec celui denné dass le "Bergey's Manual”
indiguant que Ia température minimale de croissance est de ISOC. Entre 25
et 37%C on remarque une diminution de ia phase de latence. Pour 37; 40 et
SDOC on observe une courte phase de latence. La température optimale pour
la croissance de B, lichenifermis s, n'est pas exactement établie, Elie se
trouve an voisinage de 3700 A ADDC. On observe A ces températures l'appa-
rition d'une pigmentation rouge, apparaissant en fin de phase stationmai-
re. A SOOC, 1la croissance de B, lichenifermis Sy débute rapidement mais la
turbidité de [a culture reste faible méme aprés 3 jours d'incubation. La
longueur de la phase de latence peut etre influencée par la température de
itinoculum qui est A 37°C. Les nouvelles cultures sont incubées a des
températures différentes se situant entre 10 et s0%. 11 est possible
qu'au départ le systdme enzymatique présent dans la préculture ne soit pas
approprié A ces températures et la bactérie devra synthétiser de nouveaux
systémes enzymatiques.

Pour choisir 1la température 3 lagquelle nous alions poursuivre noa easais
sur les métaux lourds, on teste en fermenteur la croissance de B, licheni-
formis s, sur le milieu WA contenant de l'amidon & iZ.

Les conditions de culture soat mentionnées sous le point J.4. (cf., Maté-~
riel et Méthodes). On choisit d'expérimenter trois températures : 25, 37
et SOOC. La premi2re est celle qui se rapproche le plus des températures
que noa sols peuvent atteindre durant lea mois d'été., 37% reflate la
température optimale de croissaunce pour B, licheniformis &5, et SODC est
considérée comme la température optimale pour la synthise de 1' wx-amylase
(SAITO, 1971). La température de Ia précuniture utilisée est de 7%,

Les résultats sont mentionnés au tableau suivant :

Tableau 11 : Effet de la température sur les paramdtres de croissance de
B.1icheniformis s, poussant sur le milieu WA contenast de {'amidon 2 IX.

Température Phase de latence Taux de croissance
0 -1
C h h
25 6 7
37 5 D.438

50 6 0.3
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AprZa 36 henrea on a renoncé 4 poursuivre l'expérience 2 250 étant denné
la longueur de la phase de latence. De tellea cooditiens rendraient une
expérimentation avec les métaux leurds beancoup trep longue, Cependant si,
la précnlture ntilisée avait &té incubée 2 259¢ on anrait peut-étre abser-
vé une phase de latence plus courte, Il est poaaible qune les enzymes
synthétisées 2 37% dans la préculture oe soient pas apprepriées pour nne
croissance & 25°C. Des deux autres températures, oo chelsit de travailler
] 3706 qui est la température la plus basse se rapprochant des conditions
naturelles,

5. 1. 1. 2, Influence de la aource de carbone aur les paramdtrea de croiae-
aance !

Cette expirience est réalisfe en erlenmeyver de 500 ml avee le milien WA
contenant goit du glucoae & 0,.5% soit de 1'amidon & 1% (cf, Matériel et
Méthodes). L'inoculum est noe préenlture préparfe danc leg memea condi-
tiona que la cultore avee la meme aource de carbase. La température d'in-
cubation est de JTOC.

L'effet de la asource de carbone anr la phase de latence et sor le taux de
crolgsance est présenté cl-dessous

Tableeu 12 : Influence dn substrat carboné snr les paramétres de croiassan-
ce de B,licheniformia a; ponssant eur le milien WA (expérience en erlen-
meyera de 500 ml dana un milien de culture non renouvelé},

Substrat Phase de latence Taux de croissance
h h!
glucase & 0.5% 6,00 0.43

amidon 2 1% 5.40 0.37
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5. 2, Influence du cadmium aur la croliaaance

Dans un milieu liguide synthétique aimple, on étudie 3 37°C, tempdrature
proche de 1l'optimal pour B. licheniformis, 1'effet du cadmium sur 1la
croissance de cette bactérie prototrophe.

Cette étude a pour objets :

- de déterminer 1'effet de cet &lément sur les paramdtres de la craissance
bactériennes {phase de latence, taux de craissance)

- d'établir lea coocentrations de cadmium pour lesquellea on observe up
début {CLT}, 20% (IC:O) et 50% (1050) d'inhibition du taux de croissan-
ce.

- de vaoir si la croissance bactérienne a une influence sur la teneur en
cadmium saluble du milieu de croissance,

Afin de différencier 1'effet des métaux lourds sur la croissance bacté-
rienne et sur la synthdse de 1' «-amylase on utilise comma source. de
carboae pour ie milieun de nutritif de base soit du glucose 2 0.5% sait de
1'amidon 2 11. La différence entre lea 2 substrata ear que le glucose peut
€tre tout de suite métabolisé par B.licheniformia s, alors que 1'amidon
doit €tre tout d'abord hydralysé. La bactérie doit synthétiaer une exoen-
zyme, 1' o—amylaae pour -1'hydrolyse de 1'amidon. Les produits de cette
hydrolyse sont transportds dans la cellule puis sont métabolisés. '

Four connaitre dans quel domaine de conceptrationa lea expériencea sur les
métaux lourds doivent €tre entreprises, on réalise en dprouvettes une
premidre approche.

Dans des tubess 34 essai contenant le milieu WA au glucose ou 2 1'amidon on
ajoute des concentrations croissantea de cadmium (cf.Matériel et Métho~
des). Les concentrations finales du cadmium dans le milieu de creissance
vant de 1,22 2 10000 pg/ml {cf. tableau 13).

Au cours de la période d'incubation 3 3?00. on observe l‘'apparition d'une
turbiditd dans le milieun de croiasance.

Les rédsultats de cetie eﬁpériénce aant dannés au tableaun 13.
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Tableau 13 1 Influence du cadmium awr la croissance de 8 licheniformis 54
poussant aur le milieu WA coptenant comme source de carbone soit du glu-
cose & 0,5% (G) soit de 1'amidon & 1% (A).

Cadmium Durée d'incubation
ue/ml Jour
1] 1 2 3 4

10000 - - - - - - - - - -
5000 - - - - - - - - - -
2500 - - - - - - - - - -
1250 - - - - - - - - - -
625 - - - - - + - + - +
12,5 - - - - - + - + - +
156,25 - - - - - + - + - +
718.12 - - - - - + - + - +
39.06 - - - - - + - + - .
19.53 - - - - - + - + - +
3.77 - - - - - + - + - +
4.88 : - + + + + + + + + +
2.44 - + + + + + + + + -+
1.22 - + + + + + + + +

o - + * + * + + + + +

+ ¢roiasance

- pas de croissance

La croissance de 8. licheniformis a, avec le glucose n'eat pas inhibée
pour des concentrations de Cd inférieures ou &gale & 4,88 pg/ml, Pour le
domaine de concentrations situé entre 4.88 et 625 ug/ml la croiaaance est
retardée d'environ 48 heures comparée avec celle qui se déroule dans le
miliean de culture dépourvu de métal lourd. On observe une inhibition
totale du développement de la bactérie pour des concentrations situées
entre 625 et 1250 ug/ml de Cd.
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Sur le milieu WA & 1'amidon B.licheniformis 5, ‘pousse en présence de
cadmium jusqu'd une concentration située entre 4.88 et 9.77 pg/ml. Au-deld
de cette concentration la croissance est totalement inhibfe méme aprés &
jours de mise en culture,

Avec cette expérimentation en éprouvetties on remarque que ls croissance
bactérienne avec 1'amidon est plus sensible au cadmium gque celle qui a
lieu avec le pluceose, En effet sur le milieu WA la croissance de B.liche-
nifermis est inhibée entre 4.88 et 9.7 pg Cd/ml lersque la source de
carbone est de 1'amidon alors que 1'arret de croissance se situe entre 625
et 1250 ug Cd/ml lorsque la source de carbone est du glucpse.

5. 2. 1. lnfluence du cadmium sur les psramdtres de croiaaacce 3

L'expérience précédente a démontré que le cadmium perturbe 1s croissance
sans pouvoir préciser sur quel paramétre il agit. Dans cette expérience
nous voulens préciser ce fait, ’ i
Dans des erlenmeyers de 500 ml avec chicanea contenant ie milieu WA soit
au pliucose soit & 1'amidon on ajoute des solutiens de C4 de facom A obte-~
nir les cencentrations finales présentées aux tableaux 14 et 15 et aux
figures 5 et 6.

La mise en culture et les conditions de crolsaance sont décrites sous le
point 3, 4, {(cf, Matériel et Méthedea), La température de croissance est
de 37°c. Des concentrations de Cd supérieures 3 80 pg/ml ne peuvent pas
etre expérimentées ici car on atteimt la limite de selubilité du métal, Or
la présence de précipité empéche 1s lecture de la densité optique de la
culture et de plus la concentration sctive du métal ne correspendra plus 3
la concentration tetale. La prise des échantillona et la mesure de la
densité cellulaire sont décrites dans le paragraphe 3, 5, {(cf. Matériel et
Méthodes),

Les résultats de ces expériences sont présentés en partie aux tableaux 14
et 15 et aux figures 5 et 6.
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Tsbleau 14 : Effet du csdmium eur les psramdtres de crolesance de
licheniformia s, pousssnt sur le milien liquide WA sdditionné de glucose
0.5%,

B,
3

Cadmium Phase de latence Taux de croisaance
ve/ml h n! z

1] 6.0 0.4 100
0.1 6.0 0,36 83,72
0.2 6.0 0.39 920.7
0.4 12.0 0.14 32.6
0.8 12.0 0.14 32,6
8.0 28.0 0.30 69.8
40 24.0 0.3 76.7
80 25.] 0.36 83,7

Tsblesu 15 : Effet du cadmium sur les paramdtrea de croisssnce de B,
licheniformis a, poussaot sur le milleu WA sdditionné d'amidon 3 1X.

Cadmium Phase de latence Taux de croissance
ue/ml h n! 1

0 5.0 0.37 100
Q.2 5.30 . 0,18 102
0.5 5.36 0.36 97.3
1 5.45 0.125 67.6
2 6.00 0,23 62,2
5 8.00 0,21 62,2
10 10,00 0.1% 51.4
15 17.00 0.16 43.2
20 29.00 0,20 54
k1] - 0.11 29.7

50 - 0.29 78.4
80 40.00 0.27 . 73




- 45 -

figure 5 : Influence du cadmium sur la croissance de B.licheniformis s,
poussant dans le milieu liquide WA au glucose (0.5%).
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figure 6 t Influence dv cadmium sur )& croissance de B.licheniformis 5,
poussant dans le milieu liquide WA & l'amidon (1X).
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Pour les deux sources de carbone, on remarque une augmentation de la phase
de latence. Cette augmentation a lieu entre 0.1 et 8 ug/ml pour le milien
au glucese {cf, figure 7) et entre 5 et 80 ug/ml pour le milieu A 1'amidon
(¢f, figure 8). Ce profongement de la phase latence du au Cd a déja été
nis en évidence par de nombreux auteurs pour d'autres zenres bactériena
(M1TRA et al., 1975 ; BALDRY et al.,1977 ; PICKETT et DEAN, 1979}).

Le taux de croissance p de B, lichenifermis s, diminue entre 0.1 et 0.8
pa/ml sur le milieu WA au glucose et entre 0.5 et 15 pg/ml sur le milieu A
1'amidon. Entre 8 et 80 pwg Cd/ml dans le milieu au glucose et eatre 20 et
80 ug Cd/ml dans le milien &4 1'amidon u augmente. A 80 pg Cd/ml p eat du
meéme ordre de grandeur que celui obtenu lors de la croissance de la bacté-
rie dans le milieu de culture dépourvu de Cd avec le glucese (cf. figure
5) et avec l'amiden (cE. figure 6).

Des 5 pg Cd/ml la croissance bactérienne sur le milieu WA contenant de
1'amidon préaente un phénomeéne de crolasance biphasique aussi observé sur
le milieu glucosé déa 10 pg/ml de métal. On suppose que cette particulari-
té est due au développement d'un mutant résistast au cadmium. Cette nou-
velle population supplanterait la populatioo initiale phénotypiquement non
résiatante A cet élément, A ce propos on a mis au point un moddle mathéma-
tique exprimant )'apparition des souchea mutantes dans des culturea coote-
nant des cencentrationa croiaaantes de Cd.

Ce mod2le est exprimé€ par 1'équatien suivante :

5, st 4 xom.e-umt

aver x.2 = biomasse de 1a population initiale de la seuche sauvage
Xy = biomasse de 13 population initiale de la gouche mutante
by = taux-de croissance de la souche sauvage

My, = taux de croissance de la souche mutante

On attribue au mutant un taux de creissance, M, constant et au sauvage un
taux de croisaance, ¥z, qui varie avec la concentration du cadmium. On
pose que la fréquence de mutatien correspond 4 10'? (xam - 10'7. xos).

La représentation de ce moddle se trouve 4 la figure 9. Les courbea calcu-
lées, en falsant varier Hg EO fonction de différentes concentrations de
cadmium, cerrespondent assez bien & celles obtenues expérimentalement.
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Les résultats de cette étude montreot que la croissance intrinséque de B.
}icheniformis a, est plus aensible au cadmium que le Syatdme o-amylnsi-
que de cette bactérie ce qui est contraire aux observations faites en
éprouvettes. Vu que les rapports eatre le volume de 1'inpgculum et celui du
milieu de culture mont différenta en erlenmeyer et et é&prouvette 1l se
peut que la fréquence des souches mutantes soit différeate dans les deux
systémes

5. 2. 1. 1. Détermipation de CLT, ICs, et ICgq.

Pour mieux définir lea }imites de toxicité du cadmium pour la crolssance
de B. licheniformia 8y et la synthdse de )' x-amylase on définit trois
paramitres :

- CLT qui représente la concentration limite de toxicité d'un métal lourd
via & via d'un paramdtre biologique, C'est la concentration d'élément
toxique la plus élevée pour laquelle om a une activité biologique de
100% ou un pourcentage d'inhibition de 0. Les 100% d'activité correspon-
dent 3 la valeur abaolue de J'activité étudide aans méral lourd. Dépassé
la valeur de CLT on observe om début d'iphibition de J'activité biologi-
que.

- ICyp et ICgy correspondent aux coucentrations de métaux lourds pour
lesquelles oo a respectivement 20 et 50% d'imhibition du taux de crois-
sance.

Pour déterminer ces valeurs une série d'expériences de croissance est
effectuée, Dans des erlemmeyers de 500 ml avec chicanes contenant le
milieu WA et comme source de carbone eplt du glucoae soit de 1'amidon on
ajoute des sclutions de Cd.

Le mod2le d'expérience &t les conditions de croissance sont décrils sous
le point 3. 4. {cf, Matériel et Méthodes).

Pour cbaque source de carbone lea concentrations de Cd sont donnéea aux
figures 10 et 11.
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figure 7 : Effet duv cadmium sur la phase de latence (h) de la croissance
de B.licheniformis S4 dans le milieu liquide WA au glucose {(0.5%}.
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figure 8 : Influence du cadnium sur la phase de latence de la croissance
de B.licheniformis 5, dans le milieu liquide WA 2 1'amidon (1X}.
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figure 9 : Apparition de souches mutantes dans des cultures bactériennes
contenant des concentrations croissantes de cadmium {représentation gra=
phique d'apris un modéle mathématique. -{ 65
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Ls relstiou entre le taux de creisssuce bactérieu et la conceutrstiou de
cedmium dans le milieu de culture WA est présentée sux figures 10 et 11,
Il s'agit dci du tsux de croisssuce de 18 souche sensible su cadmium. Le
taux de croisesnce est exprimé eo valeur relative (%) de celui obtenu dans
les memes cenditions expérimentsles en sbseuce de métaux lourds.

Les valeurs CLT, 1020 et IC50 sont déterminées mathématiquement. Ou talcu-
le, pour les cencentratiens de Cd et les taux de crolssance carvespnn-
dants, les parandires a et b de 1s droite de régressien y = ax + b. Puls y
est remplacé dsns 1'équation de 18 droite par 100, 80 et 50 pour ebtenir
les vesleura X correspeundant reapectivement & CLT, 1Cqq ot IChg.

5. 2. 2, lofluence de ls croissance de B. licheniformis s, sur la teneur
du miliey au_cadmivm soluble,

Cette expérience a pour but de suivre l'évelution du cadmium soluble au
cours du ddveleppement bactérieu dans le milieu nutritif WA coptenaut seit
de 1'amidou 2 1T soit du glucose A 0.53%. Cet essal présente un aspect
écologique intdresaant: si B, lichenifermis modifie la teceur solubie ew
cadmiun du milieu eovirennant il peut jofluencer la texicité de ce métal a
1'égard des espicea micreblenues qui 1'eutourent,

Daus des erleumeyers de 500 ml avec chicaues coutessut le milieu WA et
soit de 1'amiden & 1%, seit du glucose 2 0,.5% on ajoute seoit 0.7 seit 0.2
ug de Cd/ml {coucentratien fiuale)}. Ces quantités représentent Ies concen-
tratieus de métal peour lesquelles ou a une inhibitien du taux de croissau-
ce proche de 20%.

Ces concentrationzs sent choisles & 1a place de celles correspondant aux
coucentrstions limites de texicité (CLT). Ces dermléres, qui se trouvent &
la limite de la seusibilité de la mesure du polarographe, ue peuveut pas
etre mesurées avec exactitude. Des concentrations plus élevées ne sont pas
choisies car elles peuvent iunduire la croissauce d'une nouvelle papulatien
bactérieme adsptée au cadmium.

Les milieux semt inoculés avec 5 ml de préculture et agités A 37% a 300
RPM {(cf. Matériel et Méthodes).
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figure 10 : Influence du cadmium sur le taux de croissance de B.licheni-
formis s, poussant dans le milieu liquide WA su glucose (0.5%).
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1) Le taux de croissance est exprimé en
valeur relative. 100% corregpondent an taux
de croissance de la bactérie poussant dans le

milieu sans Cd.
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figure 11 : Influence du cadmium sur le taux de croissance de B.licheni~
formis s, poussant dans le milieu liguide WA 2 1'amidon (1%).
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Plusieurs fois au cours de la croissance de B. licheniformis s, on retire
un erienmeyer de 1'agitateur. On fait une mesure de la densité optique, en
détermine Ia matidre s&che puis on centrifuge le reste de la culture a hoc
4 4500 g pendant 20 minutes. Le surnageant est conservé A ﬁoc dans un
flacon en plastique de 100 ml pour I1'analyae du cadmium solubie (cf.
Matériel et Méthodes).

Pour les valeurs témeins on analyse Ie cadmium soluble dans le milieu de
culture contenant soit de 1'amidon soit du glucese sans inoculum.

Pour les 2 substrats on remarque que la concentration de cadmium en aolu-
tion diminue avec 1'augmentation de la biomasse (cf, tableaux 16 et 17).

Tableau 16 : Influence de 1a croissance de B, licheniformis 55 sur ia
teneur en cadmium soluble dans Ie milieu de culture WA additionné d‘'amiden
4 IX aprds adjonction de 700 ng Cd/ml de milieu,

Matidre sdche Cd soluble

me /ml ng/ml Ly
0.09% 502 12
0,26 569 51
0.416 505 58
0.794 505 72
1.495 233 33

n 100% correspondent & 1a quantité de Cd ajouté dane Ie milieu de culture
avent 1'ineculatien de B, Jicheniformis S4e

L'analyse du cadmium soluble faite dans le milieu WA dépourvu de bactéries
a révélé que le milien A I'amidon liait Ia meme quantité de cadmium que
celui au glucose, environ 3%,

La croissance de B,lichenifermia, soit aur le glucese, soit aur 1'amidon
cause une diminution de ia teneur aoluble en cadmiun du milieu de culture.
Les cellules poussant sur le glucose semblent prélever plus de cadmium
dans le milieu de culture que celles croiasant sur 1'amidon.

Du point de vue édcologique ce phénomiéne est tria intéreanant car en préle-
vant le cadmium du milieun B. licheniformis peut protéger d'autres espbces
microbiennes sensibles & cet &lément.
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Teblesu 17 : Influence de la croissance de 8.licheniformis a, sur la
teneur en cadmium eoluble dans le milieu de culture WA contenant du glu-
coge & 0.5%, aprés adjonctico de 200 ng Cd/ml de milieu de culture,

Matiére adche cd moluble L%
mg/ml ng/ml

0.046 104.8 52,4
0.068 113.5 59,8
0.118 . 101.4 50.7
0.193 81.1 40.6
0.368 74.4 7.2
0.460 92,8 46.4

1} 100 % correspondent & la quantité’ de cadmium ajouté dans le milieu de
culture gvant 1'inaculation de B. licheniformia,

5. 2, 3, Iacolement de aguches réaigstantes eu cadmium

Av paragraphe 5. 2. 1. oous observous que B.lichewiformia s,, eo préseuce
de 80 ug/ml de Cd, pouese avec un taux de croissance semblable A celui
obtenu lors de la croiasance dans un milieu dépourvu de métal lourd. Ce
résultat obtenu aprda une longue phase de latence et indépendemment de la
sgurce de carbonre (ef, tableaux }4 et 15) indique que la bactérie s'“adap-
te” A la toxicité du Cd.

Afin d'expliquer cette adaptation unous nouva proposona d'isoler d'une
population sauvage de B,licheniforwia a, poussant avec du Cd, des souches
résistantes & ce métal,

Dans des erlenmeyvera de 500 ml contenant le milieu nutritif WA on ajoute
soit 80 pg/ml de cadmium et de 1'amidou a 1X, soit 10 uwg/ml de Cd et du
glucose & 0.5%. Aprés ensemeuncement du milieu avec une préculture on met
les erlenmeyers sur un agitateur a 37%c a 300 BRPM. 4 1a fin de 1a phase
exponentielle on fait une série de dilutions que 1'on met sur boite de
Pétri, Aprés incubation de 3 jours 2 379¢ on observe sur 1'agar des cole-
nies blanchea, les uneg avec beauceup de mucus, les autrea d'aspect sec et
ridé. On en choisit 5 is0lées dv milieu WA A 1'amidon et 9 isolées du
milieu au glucose {c¢f. tableau 18).
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Afin de s'assurer de la pureté de ces souches et d'éviter une adaptation
phénotypique au Cd on les repique 3 fols sur boite de P&tri contenmaut du
Nutrient Agar saus Cd. Les souches iselées sont conservées dans des éprou-
vettes sur de 1'agar incliné a éOC.

Aucune neuvelle détermination des souches n'eat faite pour s5'assurer
qu'elles appartiennent A 1'espice B.licheniformis car, apréa plusieurs
répétitians de cette expérience, an 3 teujours iselé les mémes différents
types de calonies décrits au tableau 18.

Tableau 18 : Description des seuches de B.lichenifarmis 54 isolées du
milieu WA coutenant du cadmium et camme seurce de carbene sait de 1'amiden
a 1% (1a,) seit du glucese & 0.5% (1G,).

Souche Maorphalagie de la colonie Présence de mucus
14; roude et blauche -
1A, blauche 3 contour irrégulier +
ourlé de lichens
1A, forme irrégulidre avec présence -
4 la surface de rides trés serrées
14, meéme type que 1A, +
1Ag néme type que A, -
lGl forme irrégulidre sans ride +
1G4 méme type que 1A, +
1G5 - +
1G, " +
IGS " +
IGT " +
168 " +
lcg " +
16,4 " +
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5. 2. 1, 1. Miae ea évidancz dea aouchea réalatantea an cadmium

On teste en &prouvettea la réaistance au cadmiim des souches isolées
précédemment. La répartition du milien de cultoure dans lea tubes A essai
et dea solutious de Cd sont donndez au peint 3. 3. (cf. Matériel et Métho-
des). Les conditiens de culture et les cancentrations de Cd sout les memea
que acus 5, 1. 2. 4,

Pendaut lIs période d'incubation & J?OC oh note la croissance des différen-
tea esouchea de B, licheniformia 8, en observaut la turbidité du milien de
culture,

Les résultata sont présentéa au tableau 19.

Parmi les 14 sanches examiodes en distingue 4 groupes de souches en fenc-
tion de la répouse de leur croissance au cadmium. Les groupes englebent
lea aouches anivantea :

- groupe 1 3 lal. 144, 1Ag, 1Go et 1G; qui présentent un caractdre d'adap-
tatiop au cadmium se traduisaut par uve croissance rapide.

- greuge 2 : 15, et 1G4 qui présentent un caractre d'adaptatien “retar-
dée" ge traduisant par uun début de creissance nou Immédiat mals plus
rapide que celui de la seuche sauvage (wA, wG). :

~ proupe J : lea sauches 1A2 et 16, qui réagisaent comme la souche aanva-
ge. Le début de leur crolssance coiucide avec celui de la gouche sanva—
ge,

- groupe 4 : les souchea lnﬁ. 1G4, 1G4, le et 168 qui ue préseutent
ancune crolssance durant la péricde expérimentale examinée (9 jours).

En comparant les tableaux 18 et 19 on remarque que !

- les sonches appartenaut au groupe 1, IAI, 1Ay et 1A, formeut toutes dee
colonies dépourvuea de mucns. Les c¢olonies formées par 14y et lAg ont
une morpholegie ideotique mais différente de celle de 1A;. Les souches
pauasant sur du glucoae, 162 et lG? poanddent des colomles & mucus de
morphologie pareille a4 celle formée par la souche sauvage.

- les souches appartenant aux groupes 2, 3} et 4 formeot des colonles 2
mucus identiquea & celle de la souche aauvage.
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Tableau 19 : Influence du cadmium (80 pg/ml dans le milieu & 1'amidon et
10 pg/ml dans le milieu au Elucuse), en fonction du iemps d'incubation,
sur la croissance de B,licheniformis s, et sur des souches isoplées du
milieu de culture contenant du cadmium

Souche Durée d'incubation (jour)
1 2 3 4 7 8 9
wA - - + + + + +
1A1 + + + + + + -
1A2 - - + + + + +
IAJ + + + + + + -
14 - - - - - -
4

IAS + + + + + +
wi - - - - + + +
lGl - - + + + + +
1G4 + + + + + + +
IGJ - - - - - - -
1G, - - - - - - -
IGS - - - - - - -
161 + + + + + + +
165 - - - - - - -
],(;9 - + + +

16 - - - -

wA = spuche sauvage, B,licheniformis 5,4. poussant sur amjdon & 1X

IAx = gsouches isolées du milieu WA comtenant 80 wg Cd/m) )

w6 <= souche sauvage, B.lichenifoimis a,, poussant sur glucose 3 0.5%
16, = souches isolées du milieu WA glucosé conteocant 10 pg Cd/ml

- = pas de croissance

+ = croissance
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Les souches appartenant au groupe &, ne pousseat plus lorsqu'on les trans-
fire isolément dans un milieu riche en cadmium de méme compesition que le
milien dont on les a 1soléea. Il se pourrait que les souches appartenant
aux groupes l, 2 et 3} protZgent cellee du groupe 4 de la texicité du
cadmium en produigant des substances qui llent ou chélatent le cadmium ou
en accumulant le métal dans leur cellule. Ces processus d'adaptation
provoqueraient une diminution de la concentration de cadmium du milleu de

culture qul ne serait plus toxique pour lea souches appartenant au groupe
4

En fonction de ces résultats oo ne remarque avcune particelarité ayant
trait 4 la morphologie des colonies ou A la synth2ae de mucus, qui pour-
rait différencier les souchea résistaotes de celles non adaptées au Cd.

¥u qu'on a effectué plusieurs repiquagee en conditions non sélectives, la

résiatance au cadmium acquise par les souches A phase de latence raccour-
cle est gtable. Cea aouchea aont donc dea mutants de B.licheniformis s,.

5. 2, 3, 2. Propriétéa dea acuches putaptes au cadmium

Afin d'élucider le mécanisme de résistance au Cd on cholsit une souche
mutante & ce métal, 1A;. Lea propriétés de cette souche sont ‘comparées
avec celles de la souche aauvage de B. licheniformis a,. Entre ces deux
souches nous veulons voir si on trouve une variatien dans :

= les propriétés de perméablilité de:1'enveloppe cellulaire (membramne et
paroi) :

- la composition en acides aminés de leurs protéines cytoplasmiques.

Dans des erlenmeyers de 500 ml contenant le milieu nutritif WA et de
1'amiden & 1% on ajoute 0.7 ug Cd/ml. On choisit cette fajble concentra-
tien pour éviter de sélectionner des souches adaptées aw Cd parml la
population sauvage de B, licheniformis s,. Les milieux de culture sent
inoculés avee IAl ou WA, Les conditiens de crolssance sont décrites sous
le peint 3. 4. (cf, Matériel et Méthodes). La température de creiesance
est de 3TDC. )

Chaque 2 heures on retire, de 1'agitateur, un erlewmeyer. Om mesure la
densité cellulaire de la culture et on centrifuge immédiatement le reste &
6000 g pendant 25 minutes A boc pour 1'analyae du cadmium libre (cf.
Matériel et Méthodea).



- 61 -

Les résultats de cette expérience sent donnés par les figures 12 et 13,

Pour les deux souches sauvage et mutante de B. licheniformis s, on ebserve
une diminutien des ions Cd2+ dans le milieu de creoissance. On constate un
léger reldvement de la concentration de cadmium 3 la fin de la creoissance
(cf. figure 12}. Lorsqu'on analyse le cadmium 1ié au matériel cellulaire
(cf. figure 1)) on y remarque, en début d'expérience, une forte concentra-
tion de cadmium puis cette concentratien diminue rapidement avec la durée
d'incubatien. Entre 4 et 10 heures d'incubation la biomasse augmente d'un
facteur 8 pour la seuche sauvage el de 6.7 pour la souche mutante alors
que la concentration du cadmium dans le matérie) cellulaire diminue seule-
ment d'un facteur de 0.75 et de 0.60 chez respectivement la souche sauvage
et la souche mutante.

De plus si 1'on considére le cadmium qui est 116 aux cellules au début et
2 la fin de la croissance, on remarque qu'aprés 10 heures de croissance
les cellules de la souche sauvage et celles de la souche mutante lient
respectivement 2.7 et 6.5 fois moins de cadmium qu'aprés 2?2 heures de
croissance. La souche résistante au Cd, 1&1 accunule légErement moins de
Cd dans sa matjére séche que la souche sauvage (figure 13). Au cours de la
crolssance gn remarque un phénoméne de "dilution" du cadmium dans la mati-
ére séche. On observe cependant que la biomasse augmente linéairement avec
le temps d'incubation ce qui n'est pas le cas pour la teneur en cadmium de
la matiZre s2che, Cecl pourrait s'expliquer par le fait que la fixation du
cadmium & la biomasse se fasse selon deux mécanismea!

- 1'adserptien du cadmium 3 1'enveloppe cellulaire qui augmente avec la
biomasse.

- le transport actif du cadmium dans la cellule qui varie avec le stade
de croissance de la bactérie.
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figure 12 : Influence de la croissance des souches s0it sauwvage, soit
mutante de B.licheniformis, sur la teneur en Cd soluble du milieu de
culture,
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figure 13 : Teneur en €d de la matitre séche des cellules, soit de la
souche sauvage, soit de la souche mutante de B.licheniformis,
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S5i le phéoomdne de résistance au cadmium a'exprime réellement par une
dilution de cet &1ément dana la biomasse on ne peut pas, & l'aide de cette
expérience, analyser aa répartition et son accumulatico dana les Gifféren-
tea fractions cellulaires.

Qans 1'expérience précédente on remarque, aprfa avoir ajouté au miiieun de
culture 0.7 pg Cd/ml, qu’'environ 50X &¢ ce cadmium ae lient au matériel
cellulaire de la souche mutante. On se demande alora al cette dernidre ne
poaatderailt pas daus aon cytoplaeme- dea protéines pouvant complexer le
cadmium, 1'empéchaut ainsi d¢'exercer sa toxicité. Ces protéines seraient
de Lype métallothionéine done riches en groupements sulfhydriles, Afin de
vérifier cette hypoth@se ou teste, pour les deux souches, &'il y a une
différence dans 1la composition en acides aminde de leunrs protéines cyto-
plasmiques. Parmi les acides aminés on choisit d'acalyser d'une part
1'alanine et la glycine dout la teneur dans le¢ protéines ne devraient pas
etre influencéea par les nmétaux lourda et d’autre part la cystéive et la
méthionine, acidea aminés A groupement sulfhydrile doot la concentration
Gans lea protéines pourrait augmenter.

Dana des erlenmeyera de 500 ml on inocule le milieu WA contenant de 1'ami-
don A 1% avec les acuches 1a; ou wA. On met en culture les milieux a 37%
sur uo agitatenr & 300 RAPM, .

Loreque lea bactéries ae aituent au milieu de la phase exponentielle de
crolssance (noaas = 1} on ajoute, & la culvure une aclutien de CGCl, de
facon A avoir une conceutration finale de 3 pg GCd/ml, On remet les erlen-
meyers sur l'agitateur 6aus les memes conditions de croissance gue prdeé-
demment .

Les échantillons sont prélevéa soit immédiatement aprés 1'adjonction de Cd
s0it en fin de phaae exponentielle. Aprée¢ avoir mesurd leur densité opti-
que a4 436 um, on centrifuge 20 ml a &GC'pendant-zs minutes 4 6000 g. On
conserve le culot gqu'on lave 2 fois avec du tampon phosphate 50 mM, pH 7
(cf. Matériel et Méthodes)}. Aprés 1'avoir resuspendu dans 28 ml de tampon
on le stocke pendant la mait A -20%,

{,es acides aminée alanine, glycine et ceux A groupemeot aulfhydryle des
protéines cellulaires aont analysés selon les méthodea citéea dans Matd-
riel et Méthodes.
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Tableau 20 : Influence du cadmium sur la teneur en acldes aminSs A groupe-
ment sulfhydryle des protéines saolubles des souches mutante lAl et sauvage
wA de 8, licheniformis.

Souche Ac. cysté&ique Sulfone de m&thionine
uM uM
phase phase phase phase

expanentielle stationnaire exponentielie stationnaire

Sauvage 22,74 78.30 27.61 99.33
Mutante 25.84 42.50 30.00 60.63

Par cette méthode d'analyse des acides aminés 2 groupements =-5H, en
abtient 1'acide cystféique qui correspond & la somme de la cystéine et de
la cystine et la sulfone de méthionine &quivalent 3 la méthionine.

Vo que la quantité en pretéines des échantillona analysés n'a pas &té
déterminée, on choisit la somme de la teneur en alanine et en glycine
comme référence pour calculer la quantiié d'acides amingés A groupement
sulfhydrile de chague #chaotillon. Pour celd, on émet 1'hypothise que la
tepeur en glycine et en alanine dea protéines salubles n'est pas influen-
cée par le cadmium.

Pour estimer la teneur en acides aminés 3 groupement sulfhydrile, on
procéde comme suit :

- on calcule le rapport suivant :
(Ala + Gly}s
(Ala + Giy),
avec {Ala + Gly) = quantité d'alanine plus celle de glycine analysée
dans 1'échantillon soit de la souche sauvage (Ala +

Gly)s s0it de la souche mutante (Ala + Gly}m.

r = rappart entre les deux
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- puis (Cya + Met), = r.lya, + r.Met,
{Cya + Met)p = Cyay + Met,

avec (Cys + Met) = gquantité d'acide cyatéique plus de celle de aulfeoue
de méthieoine chez la souche sauvage (s) ou chez la
souche mutaute (m).

Cya = quantité d'acide cystéique mesurée dans 1'échautil-
loen de la aouche asuvage {s) et de la souche mutaunte
(m).

Ces calculs se font auccessivement pour les échautillows pris en phase
expounentielle tout de suite apr2s l'adjonction du cadmium puis pour ceux
prélevés ea phase statioouaire,

Les résultata {cf. tableau 20} ues montreut avcune différence entre les
souches wA et lAl POUr la teneur eun acldes aminéa A& groupement sulfhydryle
pour les échentilleons prélevés immédiatemeut aprda 1'sdjonctien des ious
€d2*. A 1a fin de 1a phase statiounaire wA possdde 1.7 fola plua d'acides
aminés 4 groupement ~SH que IAI. Ces réasultate sont contraires A ceux gue
nous avions espénrd.

Il se pourrait, cependant, que cc ne aait pas la quantité de groupements
sulfhydrilea analysés daus I'eusemble dea protéiuves gui selt importaute
jci mais celle que 1'on mesurerait dans dea protéines spécifiques respoun-
sables pour la détoxification du cadmium dans les cellules bactériennes.
Noug aurions pu éclaircir cette hypoth2ee eu esaayaut, A différents mo-
ments des phases exponeutielle et stationnaire de la croissaunce, d'étudier
la composition des protéines dans lea aouches mutante et sauvage, Nous
auriens pu veir, ea fauction du stade de croissance, s1 i1 y avait sppa-
rition d'une protéine chez la souche mutante qui &tait nom existante chez
la souche sauvage.



- 67 -

5. 3, Influence du cuivre sur la croiesance,

Pour cette &tude mnous procédons de la meme maniére duc pour le cadmium,
Les différentes étapes de ce travail sont les suivantes:

- trouver, pour deux sources de carbane - glucose et amidon - le damaine
de concentrations, pour lequel on a un effet positif ou négatif sur le
développement bactérien et la synthése de 1' w«-amylase

- rechercher 1'effet du culvre sur les paramdtres de craissance

- établir les valeurs de CLT, ICy et 1Cgq pour la croissance intrinséque
de B, licheniformis s, et pour la croissance en présence d'amidon.

- voir 1'influence de la croissance de B. licheniformis sur la teneur
soluble en cuivre du milieuw de culture.

La premidre étape est une &tude qualitative.

Dans des éprouvettes contenant le milieu nutritif WA (cf. Matériel et
Méthodes) et une scurce de carbone on ajoute dea solutions de chlerure de
cuivre, Les concentrations finales de cuivre dans le milien nutritif vont
de 0.0625 pg/ml & 1.25 pg/ml selon une progreaaion géométrique. La répar-
tition des différentes solutions entrant dans la composition du milieun
nutritif et les conditions de culture gont mentionnées aous le point 3, 4,
(cf. Matériel et Méthodes}.

La température d'incubation eat de JTOC. Durant le tempa d'incubation on
note la croissance bactérienne en observant la turbidité du milieu de

culture.

Les résnltats de cet ¢s6ail sont présentds an tableau 21,
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prleau 21 t Action du cuilvre sur la croiasance de B. lichenifermis s,
poussant gur le milieu liquide WA additionné soit d'amidon & 1% (A) soit
de glucoae 3 0.5% (G). Cette expérience eat réalicée en éprouvettea avr un
sgitateur,

Cuivre Durée d'incubation {jour)
ug/ml
0 1 2 k] 4

A G A G A G A G A G
1.25 - - - - - - - - -
0.625 - + - + - + + * + +
0,3125 - + + + + + * + + *
0.25 - + + + + + + + + +
0.125 - + + * + + * + + +
0.0625 - + + + + + + + + +
0.0 + » + + + + + + + +

Entre 0.0625 wg/ml et 0.625 pg/ml le cuivre n'exerce pas d'influence
négative sur la croiaaance ni dans le milieu av glucose ni dans le milieu
A l'amidon., A 0.625 g Cu/ml, la crolasance est vetardée de 24 heures sur
l2 miliieu & l'amidon lorsqu'on la cempare avec celle de B. licheniformia
o, dans le miliev nutritif sans métal.

Quel que aoit le substrat on n'a pas de croissance en préaence de 1.25 ug
Cu/ml meme aprds 4 joura de mise en culture.

Cette expérience indique que le cuivre déploie une grande toxicité sur la
crolssance de B.licheniformia 5, et plus spécialement lorsque la bactérie
pousse sgur le miliev A }‘'amidon.

Le systéme enzymatique de 1' o-amylase donne 1'impression d'etre plus
senaible au cuivre que la croissance intrinadque de la bactérie.



- 69 -

5. 3. 1. Influence du cuivre aur lem paramdtres de croissance.

Ce travail vise A& rechercher sur quel paramétre de lz croissance de
B.licheniformis s, le cuivre exerce sa grande toxicité afiu de mieux
cerner son mécanisme d'action.

Daus des erlenmeyers de 500 m) avec chicanes contenant le milieu WA soit
au glucose soit 3 1'amidon on ajoute des solutions de culvre. Les concen-
trations finales de cuivre dans le milieu nutritif WA sont notées dans les
tableaux 22 et 23.

La mise en culture et les conditious de croissance sont décrites sous le

peint 3. 4, (Matériel et Méthodes). La température de croissance est de
1]

37vc.,

Lee résultate de cea travaux sont résumés aux tableaux 22 et 2] et aux
figures 14 et 15.

Tableau 22 : Effet du cuivre sur les paramdtres de croissance de B,liche-
niformis 8, Ppouseant sur le milieu ligquide WA additiouné de glucose 2a
0,5%,

Cuivre Phase de lateuce Taux de crolasaoce

ue/ml h nl z
0 5.36 0.44 100
0.00125 6.00 0.55 125
0.0125 6,00 0,55 125
0.078125 5.36 0.54 123
0.15625 6.00 0.54 123
0.3125 6.00 0.5 120
0.4 6.00 0.32 73
0.5 6.48 0.21 48

0,625 . 9.36 0,14 31.8
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figure )4 : Iofluence du cuivre sur la croissance de B.licheuniformis 5y
poussant dans le milieu liguide WA au glucose (0.5%).
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figure 15 : Influence du cuivre sur la croissance de B.licheniformis 54
- poussant dans le milieun ljquide WA X 1'amidon (1%).
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Tsbleau 23 : Effet du culvre sur les paramdtrea de croisaance de B. )iche-
niformia &; pousssnt sur le milieu liquide WA additioané d'amidon.

Culvre Phase de latence Taux de croissance
ug/m) h ! %

Q 5.30 0.40 100
0,00125 5.30 0.3B 95
0.005 5.30 0.40 100
0.0125 5.30 . 0,39 97.5
0.03 5.30 0,39 97.5
0.078125 5.30 0.39 97.5
0,125 5.30 0,36 90
0.15625 5.30 0.38 95
0.3125 5.30 0,31 77.5
0.625 6.00 0.23 57.5
1.25 6,30 0.13 32.5
2.50 31.30 0.02 5

on remarque que le cuivre a une influence différente sur la croissance de
B,licheniformis 5, pousssnt dans le miliew su glucose de celle qui se
déroule dsns le milieu WA A 1l'amidon.

Fntre 0.0125 et 0.3125 pg Cu/ml de milieu au zlucose, on a une €lévation
du tsux de croisaance jusqu'a 125% de celui de B. licheniformis s, pous-
sant ssns cuivre. Pour des concentrations Supérieures & 0,3125 pg/ml con a
une diminution brutale du tsux de croilssance.

La croissance dsns le milieu 3 1'amidon est influencée moins brutalement
par le cuivre. Entre 0.00125 et 0,125 ug/ml le tsux de croissance ne varie
pas significactivement. Eatre 0.15625 et 2.5 ug/mi Is diminution est moins
brutsle qu'svec le glucose.

Dans le domalne de concentrstions étudié 1s durée de 1s phase de lstence
n'est pss besucoup influencée psr le cunivre, excepté ponr 2.5 ug/ml ou
elle représente environ 6 fois celle obtenue lors de la croissance de B,
licheniformig s, pousssnt dsns le milieu WA A 1'amidon sans métsl.
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Cctte réponse de la croissance au cuivre suggére que la bactérie ne rvéagit
pas immédiatemment au wmEtal par un phénom2ne d'adaptation. Le cudvre
pénZtre dans Ia cellule, par un systdme spécifique de transport. Dans la
cellule 1l est rapidement 1lié A des substances qui fenctionnent comme
donneurs de métal pour les systémes enzymatiques. Sa concentration dans la
cellule reste plus oy moins censtante mais - si la coecentration du métal
extracellulaire augmente le cuivre peut devenir trds toxique.

Le taux de croissance est réduit de 52% avec 0.5 pg Cu/ml dans le milieu

WA su glucose et de 67.5% avec 1.25 pg/ml dans le milieu 3 l'amidon sans
que la durée de la phase de latence soit rallongée.

5, 3, 1. 1. Détermination de CLT, 1Cqp et ICgq

Ce travail permet de déterminer lequel des paramétres é€tudiéa -Ia c¢rois-
sance intrinsZque, la synth&se ou 1'activité enzymatiques - est le plus
sensible au cuivre.

Une série d'expériences est réalisée pour trouver les valeurs de CLT, 1020
et 1Cg;. Dans des erlemmeyers de 500 ml avec chicanes cootenant le milieu
WA et comne source de carbone solt du glucose soit de 1'amidon, on ajoute
des solutions de culvre, Les concentrations finalea de cuivre dans le
milieu de croissance sont données aux figures 16 et 17.

Le modZle expérimental et Ies conditions de creissance sont décrits sous
le point 3, 4, (cf, Matériel et Méthodes). La température de croissance
est de 37%,

Lea valeurs CLT, IC4p et ICgp sont déterminées, comme avec le cadmium, par
ie calenl,

Les résultats sont présentés aux figures 16 et 17.

On remarque que la concentration limite de toxicité (CLT) est de D.03 pg
Cu/ml pour la croissance de B. licheniformis 6, sur Ie milieu WA & 1'ami-
don (cf, figure 15} et de 0.34 ug/ml pour la croissance sur le milieu au
glucose (cf. figure 16).

Il faut 2 et 1,36 fois pius de culivre dans le miileu glucosé que dans
celui 2 1'amidon pour ebtenir une meme inhibition du taux de croissance
bactérien respectivement de 20 et de 50%,
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figure 16 ¢ Influence du cuivre sur le taux de croissance (u) de B.liche-
niformis 54 poussant dans le milieu liguide WA A& 1'amidon (1%). n est
expriné en vsleur relative (100% correspondeat au W de la bactérie pous-
sant dana le milieu de culture dépourvu de Cd).
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figure !7 : Influence du cuivre sur le taux de croissance (x) de B.liche-
niformis s, poussant dans le milieu liquide WA au glucose (0.5%), & est
exprimé en valeur relative (100% correspondent au u de- Ia bactérie pous-
sant dans le milieu de culture dépourvu de Cd).
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Cea résultata prouvent que aoit la aynthise so0it 1'activité de }'o-amylase
est plus aensible au cuivre que la croissance intrinsdque de cette bacté-
rie. Ila correspondent 3 ceux obtepus lora de 1'analyae qualitative (&tude
en Eprouvettea).

5. 3. 2, Influence de la croiaaance de B, licheniformia &, sur la aolubi-
1ité du cuivre,.

Cette &tude a pour objet de suivre 1'évelution du cuivre en solution au
cours de la croissance de B.lichenifermis &4 dans le milieu nutritif WA
contenant de 1'amidon A 1%.

Dans des erlenmeyers de 500 m]l avec chicanes on inogule avec une précultu-
re de B.lichemiformia s, (cf,Matériel et Méthodea) le milieu WA a }'amjdon
contenant 0,2 #g Cu/ml, On met Ia culture sur un agitateur & 3?°C {cf . Ma~
tériel et Méthodea).

Aux temps 0, 2, 4, 6, 8 et 14 heures on analyae la teveur en cuivre en
golution dans le surnageant et dans la matidre sdche (cf. Matériel et
Méthedes). :

L'analyse du cuivre soluble sous forme de ions n'a pas pu etre analysée,
comme pour le cadmium, par pelarographie. On auppose gque ia présence, dans
le surnageant, de polysaccharides provenant des pareia bactériennes déran-
ge cette mesure. On décide donc d'analyser le cuivre eo solutien dang le
surnageant, apréds centrifugation de l'échantillen {(cf.Matériel et Métho-
des), avec le spectrophotomdtre d'absorption atomigue (S5A4).

On détermine la teneur en cuivre de la matiére sdche comme suit:

0.2 - Yt

Xy = —mmm————

T

avec Xy = Bg Cu/g.m.6. de cellules au temps t~
0,2 = quantité de cuivre ajoutée en début d'expérieocce en
we/ml
¥y = He Cu eo aolution/ml de aurnageant au temps t
o, = matidre sdche en mg/ml au tempa t

Les résultata asont présentéa au tablesu 24 et A 1a figure 18,
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Tableau 24 : Influence de la croissance de B. lichenifermis s,, peussant
sur le milieu WA 2 1'amidon, sur la teneur en cuivre du milieu de culture
aprés adjonction de 0.2 pg Cu /ml.

Matidre sidche Cuivre soluble
mg/ml ue/ml 1}y
0.0432 0.18 S0
0.115 0.15 75
0,251 0.13 65
0.552 0.0% 45
1,001 0.0% -

n 100 T correspondent A la quantité de cuivre ajouté dans le milieu de
culture avant 1'ineoculation de 8. licheniformis

On remarque que le cuivre péndtre tr&s rapidement dans le matériel cellu-
laire (cf. Efigure 18). Apréa 8 heures de croissance 551 de cuivre est
associé aux cellules, La dimiuutieun de la tepneur totale du cuivre dans le
milieu de culture est fenction de la biomasse,

Aprds B heures d'expérience il n'est plueé poseible d'analyser 1'accumula-
tion du culvre dans la matiére adche bactérienne. La quantité de cuivre en
solution dans le surnageant est en desseus du demaine de sensibilité de
mesure du apectrophotomitre d'absorptioun atomique,

Comme pour le cadmium, onr observe que la crolssance bectérienne en causant
une diminutien de la teneur en cuivre du milieu de culture peut protégey
des germes sensibles au cuivre vivaut A& proximité de 8. licheniformis.
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S, 4. Ptude de 1'activité o —amylasique de B, licheniformis 5

Aprds avolr examiné 1'influence du cuivre et du e¢sdmium sur la croissance
de B.licheniformis on 5'intéresse A voir leur effet sur 1'activité oc-amy-
lasiqne de cette bactérie, deuxi2me param®tre bislegique chedisi.

Cette étude s pour buts d'étudier :

= 1'activité de 1' o-amylase an cours de la croissaoce de B.licheniformis
s
4

- 1'effet du cadmium et du culvre sur l'activité enzymatique,

Pans les expériences précédentes on a analysé 1'effet des métsux lourda
sur la croissance de B.lichenifermis a, dans le milieu nutritif WA conte-
nant so0il du glucese & 0.5% soil de 1'amidon A 1% afin de pouvoir disso-
cler 1'effet de ces Eléments sur la croissance et Bur le systéme
amylaaique, La croisaance bactérienne sur le milieuv WA A 1'amidon ne
permet, cependant, pas de différeocier la synthtae de 1l'activité enzywma-
tiquea. En effet lorsqu'on observe une inhibition du métal sur le taux de
croissance de B.lichenifermis 5, Poussant sur le milleu WA 2 1'amideo on
ne peut pas distinguer s1 le métal a une action :

- sur la répression de la synthse enzymatique

= aur une inhibition de 1'activité de 1l'enzyme synthétiaée.

Afin de connaitre lequel de ces deux paramétrea eat le plua senalble aux
métaux lourda, on décide d'examiner l'effet du cadmium et du cuivre sur

1'activité de 1' wx-amylase synthétisée dans le miliew de culture par
B.lichenifermis s,.
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5. 4, 1, Etude de l'activité c—anmylasique

Dans un fermenteur de type mini Bioreactor, on ensemence avec uue précul-
ture de B,licheniformis s, le milieu WA contevant de 1'amidon a 1%, La
température d‘incubation est maiutenue A 3?00 et le pH de la culture 2 6.6
{cf. Matériel et Méthodes), Les échautillons sont prélevés toutes les deux
heures pour 1'analyse de la densité optique, la teneur eu protéines et
Itactivité de 1' oc-amylase (cf. Matériel et Méthodes). L'activité o—amyla-
sique spécifique est exprimfe en mg d'amylose disparu par heure et par mg
de protéines.

Les résultats aout préseotés A la figure 19.

Dans ces conditions expérimentales, 1'activité enzymatique mu'est pas
mecurable lors des deux premifrea heures de la croissauce bactérienne,
L'activité apécifique augmente trés rapldement dana la phase exponentielle
de crolssance. Apré&s 6 heures elle atteint son maximum. Ensuite l'actjvité
de 1'amylase diminue lentement durant 22 heurea sans atteindre la valeur
zéro,

La aynth2se de 1' «-amylase par B.licheuiformis duraut la phase expouen-
tielle correspoud aux résultats trouvés par WELKER et al. {1963) avec
B.stearothermophilus et par COLEMAN et al,(1967) avec B,eubtilis, Ces
auteura onut ausal démontré que la synthése de 1'oc-amylase se déroule
durant la phase exponemtlelle de la croissance bactériemne.

Les donnéea sont coutraires A celles obtenues par NOMURA et al. (1956),
MEERS (1971) et SAITO et al. (1975). Ces deux dernlers auteura momtreut
que la synthEse de 1' o-amylase par 8. licheuiformig débute seulemeut
lorsque les bactériea atteignent la phase statiomnaire, Ils sugpgrent que
la production de 1' o-amylase est réprimée par le glucose et par des
sucres métabolisables de faible poids moléculaire. SAITD et al. (1975} ont
cependant isolé des souches mutantes de B.licheuiformis capables de gyn-
thétlser 1'x-amylase durant la phase exponeuntielle de la croissauce. La
praduction enzymatique de ces souches mutantea u'étaient plus réprimées
par le glucose,

L'activité x-amylasique de B. licheniformis s, décroit dds que Ia densité
optique & 436 nm atteint 1.8. Cette observation suggfre une Synthése
ralentie de 1' w-amylase et une dépaturatiou de 1'eunzyme. En effet 51 on
avait seulement vue syuth®se ralemtie de 1'euzyme on observeralt, dans le
milieu de culture non reuouvelé, un fléchissement de la courbe exprimant
1'activité amylasique, Vu qu'on observe une diminutiop de 1'activité en
fonction du temps 1'euzyme initialemeut présente doit etre dénaturée,



figure 19 :
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5. 4. 2, Influence du cadmium aur )'activité ox-amylasique

Pour teater )'effet du cadmium sur l'activité enzymatique on réalise une
expérience en fermenteur comme décrite précédemment, L'effet du métal aur
1'activité de 1' o-amylase est analysé dans le surnageant de la culture
(cf, Matériel et Méthodes). Les concentrations finales de cadmium dans le
mélange réactionnel enzymatique vont de 100 A 400 pg/ml (cf. figure 20).

La réponse de ]'tactivité enzymatique au cadmium est exprimée em valeur
relative, Les 100 % d'activité correspondent a4 la valeur trouvée pour
1’analyse enzymatigue du surnageant sans métal lourd. La concemtration de
cadmium soluble eat déterminée & la fin de la réaction enzymatique.

Les réaultats de cette expérience aont représentéa A la figure 20,

Les valeurs calculées de CLT, ICyy et ICg, correspondent & 208.6, 238.7 et
3 283.1 pg Cd total/m] et respectivement 3 16,5, 19 et 22 pg Cd soluble/ml
de mélange réactlomnel. On remarque que trés peu de cadmium ajouté se
trouve sous forme de jonma solublea. Ceci suggére que le milieu dans leguel
se déroule la réaction enzymatique contient dea aubstancea qul complexent
une grande partie du cadmiwn additionné.

5. 4. 3. Influence du cuivre aur 1'activité o—amylasique.

On réalise cette expérience de fagon identique 3 celle qui a &té effectuée
avec le cadmium. Les concentrationa de cuivre choisles vont de 5 a 50
ug/ml {(cf. figure 21). Les analyaes du culvre soluble sont faites & la fin
de la réaction emzymatigue,

Les résultata de cette expérience sout donnés au figure 21. Les paramdtres
CLT, ICy, et ICg, calculés équivalent 3 22.8, 28.4 et 36.83 pg Cu total/ml
respectivement 0,58, 0.647 et 0.747 pg Cu soluble/ml
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figure 20 :
B.licheniformis s,.
milieu réactionnel dépourvy de Cd),
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figpure 21 : Influence du cuivre sur l'activité a-amylasique relative de
B.licheniformis 5,. (100X correspondent & 1'activité mesurée dans le
milieu réactionnel dépourvu de Cu),
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6. ETUDE DANS LE SOL

Dsns le sol - second milieu expérimental de recherche sur les métsux
lourds - les buts suivauts sout fixés:

- anslyser 1'effet du csdmium et du cuivre sur ls pupulation-des ssprophy~-
tes aérobies et sur 1'activité amylasjque du sal Steinhof nstif.

- comparer, pour le miliew liquide aynthétique et pour le sol, 13 répounse
su cadmium et su cuivre du développement de B.licheniformis LT de
1'sctivité et de la synthése amylssiques, Afin de résoudre le second
point de notre étude on stérilise le sol Steluhof, Ce procédé élimine la
microflore totale et rédult 1'zctivité amylasigue du sol. Aprés inocu-
lation du sol stérilisé par B.lichenifarmis &,, 1s bactérie en recoloni-
ssat le sol, préalsblemeat ameudé svec de 1'amidoo &4 1 X, pourrs
syuthétiser son amvlase.

L'estimatioun de 1'sctivité amylasique dsns le sol ae fsit de 15 méme
msniére que celle qui est utilisée dens le milleu liquide syuthétique,

6, 1., Mise su poiut d'une vouvelle méthode pour 1s détermination de 1'sc-—
tivité de 1' «—amylase dans les sols,

Une nouvelle méthode d'analyse de 1'activitd «-amylasique est mise au
poiut sfin de pouvaoir sppliquer au sol une méthode soslogue & celle qui s
&té utilisée pour le milieu syuthétique liquide,

Ls mise su point de cette nouvelle méthade pour les sols 3 pour objectifs:

- d'utiliser pour le milieu liguide syuthétique (premier milieu expérimen-
tal) et pour le milieu sol {(secood milieu expérimeotsl) 15 meme méthode
4'ansiyae . ’
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- de déterminer 1'activité enzymatique en suivant la diaparition du subs-
trat et non l'apparition dea produits. Les produits iasus de la réaction
catalytique sont des petites molécules qui peuvent etre soit adsorbées
aux particules du sol, soit etre dégradées plus loin. Ce phénomine
falsifie les résultats en provequant une sous-estimation de l'activité
enzymatique dans les sols.

Pour tester la méthode nous cheisissons de mesurer 1'activité dans & sols
représentatifs des sols agricoles, Leurs propriétés physico-chimiques sont
mentionnées au tableau 25.

Tableau 25 : Propriétés physico-chimiques des sols étudiés pour la déter-
mioation de 1' x-amylase

Prove= Type X b4 b4 pH CEC P K b4 b4 C/N
nance de ar- ailt sable c N
sol glile

Gasel la 14,2 32.7 53.1 6.6 -~ 9.7 M.7 1.9 0.24% 7.9
Erlach Ja 18.4 31.7 48.9 6,9 - 6.1 19.1 1,30 0.16 8.1
Ganse=

moos 1s 15.9 28.3 55.8 5.6 =~ 0.5 78,9 2,91 0,26 11,1
La Cha-

tagne 1 41.4 26,6 13.9 5,9 - 2,5 9.13 10.5 0.99 10.6
Liebe-

ield 1s 16,1 29.2 54,7 .6.3 = 7.5 24,1 2,20 0.24 9.0
Stein-

hof la 17.6 37.3 45.1 5.6 10,7 70.5 4,9 0,72 0.13 5.5

la = limon sableux

= limoneux

= P soluble (rg/g)
K aoluble (pe/g)
= C organique

= N total

Z 0 XK ™ -
[ ]



6. 1. 1. Choix d'vn tampon

Le tampon utilisé doit remplir les couditions svivantes ¢

~ ramener le pH d'un sol & 6.0, pH optimal pour 1'activité «-amylasique de
B.licheniformis (FUWA, 1954).

~ maintenir la stabilité du pH au cours de la réaction catalytique

Pour cette expérience les tampons suivaaots sont testés avec le sol Ganse-
moos =

- tampon acétate de sodium soit 0.02; 0,5; 1 ou 2 M de pH 6.0

- tampon phosphate de potassium 0.1 M de pH 6.0; 7.0 ou 8.0

- tampon tris d'aminométhane 0,1 M de pH 7.0 ou 8.0

Une quantité de sol frais correspondant 2 2.5 g de matidre adche eat pesée
dana des tubes en plastique. 10 ml d'une soluvtion de tampoo A tester ainsi
que 15 ml d'amylose & 0.5 X sont rajoutés au &ol, Aprés uoe nuit 2 tempé-
rature de chambre le pH des différentes suspensions de aol est mesuré., Les.

résultata sont présentés au tableau 26,

Tableau 26 : Choix d'un tampon pour déterminer ]*activité amylasique du
s0l GHnsemoos de pH 5.6 {rapport volumique &ol:ean eat de 1:2)

Tampon Molarité PH pH de la suspension
du tampon de sol contenant le
le substrat et le
et le tampon

eau - - 5.8
acétate 0.02 6.0 5.9
acétate 0.50 6.0 6.1
acétate 1.00 6.0 6.1
acétate 2.00 6.0 5.9
phosphate 0.10 6.0 5.4
phosphate 0.10 7.0 6.4
phosphate 0.10 8.0 6.8
tris 0.10 7.0 5.9
tris 0.10 8.0 6.7
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Parmi les tampons qui ramdénent le pH du 50l Ginsemoos de 3.6 au voisiunage
de 6,0 se trouvent les tampons acétate de molarités 0.02, 0.5, 1,0 et 2.0
de pH 6.0 et le tampon tris 0.1 M de pH 7.0. Parmi ceux-ci le tampon
acétate 0,5 M de pH 6.0 est cholsi car 11 a déjAd évé utilisé pour 1'acti~
vité de 1' x-amylase de B. licheniformis dans 1'étude en milieu liquide
synthétique.

Dans une deuxidme étape ce tampon est testé pour les autres sols A étudier
{cf.cableau 25). Lea résultais de cette expérimentation sont reportés au
tableau 27,

Tableau 27 1 Effet du tampon acétate 0,5 M, pH 6.0 sur la stabilité du pH
des milieux réactionnels au cours de la réaction enzymatique.

Provenance pH de la pH de la
du so0l suspension de s0l suspension de sol!
dans 1'eau dans le tampon

Gasel 6.0 6.1

Erlach 6.9 6.0

Gdnsemoos 5.6 6.1

La Chatagne 5.9 6.0

Liebefeld 6.3 6.0

Steinhof 5.9 6,1

On remarque que le tampon acétate 0.5 M de pH 6.0 est bien adapté 4 }'ana-
lyse de l'acrivite amylasique, Malgré la variation du pH (5,3-6.9) et de
la tenmeur en matidre erganique (0.7-2,91%) des aola examinés, le pH est
maintenu constant au cours de la réaction enzymatique : 11 s5e situe entre
6.0 et 6.1,


cours.de
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6. 1. 2. Recherche du K, spparent de 1'amylase.

Le but de cette étude est de détermiuner 1'affinité de 1l'enzyme dans le seol
pour le substrat. Cette recherche est entreprise avec le sol Steinhof.

6. 1. 2. 1. Mode opératoire

Pans des ballons jaugés de 100 ml on met :

- du s0l frais correspondant 3 5 g de matifre séche

- 1.5 ml de tolufne que l'on laisse agir pendant 15 min, Le tolugne est
utilisé pour prévenir la prolifération et 1'activité microbieunes,

= 20 ml de tampon acétate 0.5 M de pH 6.0

Ce mélange est préincubé durant 1 heure 3 3%

- 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 ml d'une solutien d‘'amylose & 1 X correspondant
a 10, 20, 10, 40, 50 ou 60 mg d'amylose par g de matidre s&che de sol

Le mélange eat apité syr un agitateur 3 390 RPM pendant J min

Apr&s une incubation de 4 h a 7% on analyse la quantité de substrat

hydrolysé en procédant comme suit :

- au mélange réactionne! on rajoute de 1'eau diatillée A 7% Jusgqu'a 100
ml

- aprés une agitation vigoureuse on filtre les suspensions de s0l avec des
filtres en papier (Schleicher et Schilll 602 1/2}

- dans des cylindres gradués, 10 ml de filtrat sont récoltés

~ 2 ml de ce filtrat sont transvasés dans un balloun jaugé de 100 ml

- on ¥ rajoute envirou 80 ml d'eau distillée

= puia 2 ml de solution de Lugol

- on ajuste ce mélange 4 100 ml avec de 1l'ean distillée

- & 700 nm 1'extinction du complexe amylose-Lugol est mesurée en utilisant
comme solution de référence de 1l'eau distillée,
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6. 1, 2. 2, Courbe standsrd

Dans un balion jaugé de 500 ml ou pipette 30 ml d'une selutiom d'amylese 3
0.5 X (amylose & 0.03 X). De cette nouvelle solutieon d'amyiose b 0,03 I on
pipette dans des balious jaugés de 100 ml les volumes suivauts :

Amylese & 0.03 % Amylose
ml mg /100ml

k| c.9
4 1.2
5 1.5
6 1.8
7 2.1
8 2.4
9 2.7
10 3.0
12 1.6

A chacune de cea solutions on ajoute envirom 80 mi d'eauw distiliée puis 2
ml de ¢olution de Lugol. On ajuste chaque solution 3 100 ml avec de 1'eau
distiliée. L'extinction de chaque solution est mesurée & 700 nm comme
décrit sous le point 6. 2. 1.

6. 1, 2. 3. caicul pour détermicer 1'sctivilé amviasique

A chaque comcentration de substrat de Ia courbe standard correspoud une
extinction a 700 nm. A 1'aide de ces couples de valeurs on calicule une
droite de régression, La quantité d'amyiose ajoutée par gramme de matilre
séche de aol (a) de meme que la concentration d'amyiose reatsnt aprés &
heures de réaction (b) sent &trablies avec lea paramétres de la droite de
régression. :

L'sctivité de 1' «-amylase est définie puis calculée comme suit

a~b .100 ml de solutioun & filtrer
{(2m] de filtrat)

On la définit en mg d'amyliose disparu psr gramme de matidre séche et par &
heures (mg d'amyloae disparu/g.m.a.4h),
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6. 1. 2. 4, Recherche du K

Les résultsts de 1'expérieuce décrite aous 6.1,2,1, seont préseatés au
tsblesu 28,

Tableau 23 : Influence de la temeur em substrat sur l'activité amylasique
du sol Steinhof.

Quantité d'amylose Activité amylasique
mg/e.m.s. mg amylose utilisé/g.m.s.4h
10 2.4
20 2.9
30 2.8
40 2.9
50 3.0
60 3.8

A 1'aide de ces résultats 1/5 et 1/v sout calculés puis représentés gra-
phiquemeut eselon le modéle de Lineweaver-Burk. S correaspood & la quantité
d'amylose (mg/g.m.s.) et v & )'activité amylasique (mg d'amylose disparu
fe.m.6.8h), Avec les couples de valeurs 1/5 et 1/v on calcule la droite de
régression y = ax + b ou b équivaut a llvmax et a/b au Km' Pour le sol
Stelnhof la valeur de Vmax est de 3.34 mg d'amylose disparu/g.m.s. et
celle du K est de 3.49 mg d'amylese/g.m.s. La couceutration de substrat a
choisir pour saturer 1'enzyme devralt &tre eavirou 10 fois celle du Km
(34.9).
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6. 1. I, Détermivation de 1'activité smylasique pour & sola de propriétés
physico~chimiques différentes.

Le tut de ce travall est de s'assurer que la méihede de détermlnation de
1'activité amylasique est applicable 3 d'autres sols d'activité bielegique
plus importante que celle du sl Steinhef., Ce s0l malgré la valeur de son
rapport C/N de 5.5 présente une activité biolegique fsible. Celle-ci
pourrait €tre due soit au bas pH du sol ou soit & une composition de la
matidre organique ne favorisant pas l'sctiom microbieune,

Pour tester la méthode d'analyse de 1'sctivité amylasique il est important
de a'assurer que la councentration du substrat soit saturante peour 1'enzyme
dana les conditione expérimentalea chelsies (température, durée de 1'incu-
bation).

6. 1. 3. 1. JIuofluence de la concearration du aubsirst.

Les concentrations d'amylose testées sont de 5, 10, 20, 30, 40, 50 et &0
mg psr gramme de mati&re s&che de sol. Le mode opératoire utilisé est le
meme que celui décrit sous le point 6. 1. 2. 1. Les résultats de cette
expérimentation sont présentfs aux tableaux 29 et 30,

Tablesu 29 : Influence de la teneur en substrat sur 1'sctivité amylasique
de 6 sols de propriéiréa physiceo-chimiques différentes,

Quantité Activité amylasique
d'smylose ng d'amylose disparufg.m.s5.4h
mg/g.m.5. ’

Steinhof Glnsemoos La Chatagne Liebefeld Gasel Erlach

5 2.0 2.6 2.9 2.4 2,1 1.0
10 2.4 3.6 4.1 3.0 2.4 2.0
20 2.9 © 1.8 5.1 3.0 2.5 1.8
30 2.8 4.9 6.0 3.5 2.9 2.1
40 2.9 4,0 6.4 1.1 2.0 2.2
50 3.0 5.0 1.4 1.4 2.% 1.8
6D 3.8 6.4 7.7 3.3 3.0 2.5
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Tableau 30 : Km et Vmax de 6 sols de propriétés physico—chimigquea diffé-
rentes.

Paramdtres Provenance des sois
biologiques Steluhof G@usemoos La Chatagne Liebefeld Casel Erlach

Vmax 3.34 5.46 8.07 31.533 .57 2.10

Pour chaque sol on remarque un accroissement de I'activité enzymatique
lorsque 1la quantité de substrat augmente {(c¢f. tabiean 29). Cependaut pour
avoir des quantités de substrat optimales pour saturer 1'enzyme (envirom
10 foia Ie Km), on devrait apporter dans les sols étudiés ci-dessua dea
teneurs en amylose allant de 5.21 & 91.61 mg/g.m.5. (cf. tablean 30)}. Vu
que I'on ne pewt pas ajouter aux so0ls plus de IO mg d'amylose/g.m.s., lea
enzymes des sols Steinhof, Ginsemoos et La Chatagme 5e trouveront daus des
conditious de saturation sous-optimales par le substrat. Les raisous pour
lesquelles on ne peut pas ajouter au sol plus de 30 mg d'amylose/g.m.s.
soul que 1'amylose est difficilement soluble dans NaOH IM (solution-mi2re}
et qu'il n'est pas possible d'ajouter au s0l un plua grand volume d’ean
pour maintenir les 41.3% de la capacité maximale en eau (capacité au
champ) .

6. 1. 3, 2. Ioflvence du tempa d'jocubation.

La relation entre la durde d'iucubation et la quantité de substrat disparu
dans lea sola citéa au tableau 25 sert A &tablir que la quantité de subs-~
trat chgicie (30 mg/eg.m.s5.) est saturante pour 1' amylase dans les condi-
tions expérimentales sélectionnées (4 heures d'incubation}. Pour une
concentration de 30 mg d'amylose par gramme de matidre sdche de sol,
1'activité enzymatique est détermiude a 37°C apr2s 5, 8, 24 et 27 heures.
On 1'exprime en mg d'amyloge disparu/g.m.s.h.

Durant les huit premi2res heures de réaction, ['activité amylasique est
constante pour tous les sols e¢tudiés & 1'exception du sol Gdusemoos (cf.
tableau 31). Pour ce s0l, on suppose que la faible activiié observée apris
8 heures pourrait etre due A une erreur expérimentale.
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Tableau 31 : Influence du temps d'incubation eur 1'activité amylasique de
quelques 6015,

Frovenance Activité amylasique en fanction du tempa d'incubatien.
mg d'anyloae diaparu/g.m.s.h.

5 8 24 27
Steinhof 0.160 0.363 0.294 0.292
La Chatagne 0.620 0.625 0.404 0.4}
Gasel 0.260 0.263 0.171 0.170
Ginsemoas 1,060 0.600 0.717 0.79

Ces chiffres prouvent que la concentration de substrat est saturante pour
1' amylase se trouvant dans chaque sol considéré en particuller pour les 4
heurea de réaction enzymatique.

6. 2. lnfluence du cadmimm et du culvre aur la sicroflore naturells et sur
1'activité amylaaique du ael Steinhof,

Cette recherche a pour objectiia :

- de trouver, dans le seol Steinhof natif, lequel de ces deux paramdtres
biolegiques (microflore des saprophytea aérobies ou activité amylasique)
est le plus sensible au cuivre ou su cadmium

- d'€tudier 1'effet du temps d'incubatien aur 1'inflvence de chacun des
métaux lourds sur ces deux crit2rea biolegiques.

$i la diminutien de )'activité causée par le métal est compensée aprés un
mols on ne la prendra pas en considération. Au ceurs de cette période, les
populations micrebiennes sensiblea aux métaux lourds poeurraient atre
renplacées par d'autres populations résiatantes synthétisant de nouvelles
enzymes,
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$1, an countraire, 1'influence uégative aprés cette période aubsiste on
estimera que 1'effet du métal lourd est un phénom2ne irréversible.

6. 2. 1. Influence du cadmivm

Dans des bouteilles en verre de 250 ml stériles et préalablement tarfes on
met

- 94,32 g de sol frals correspondant A 80 g.m.s. de sol

- 2 ml d’une selution de CdCl4. Les cencentratious finales de Cd dans le
sol sent 0.1 ; 0.25; 1.0; 2.5; 10; 25; 100; 250; 1000; 2500; 10000
pe/e.m.s, de sol

Les solutieus de cadmium sont réparties d'une manl2re homogine, a 1'aide
d’une seringue montSe de 2 ml., sur toute la surface du ael. On mélange
ensuite seignensement le sel et la solution de cadmium avec uoe petite
spatule,

~ de 1'eau distillée afin d'ajuster le mélange 2 99.6 g pour aveir 41.) X
de la capacité maximale en eau dw sol {(capacité au chanmp).

Apr2s aveir bien mélangé le tout ou met les bouteilles en incubatien a
25°C. Apr2s 1, 2, 4, B, 16 evr 32 jours le nembre des aaprophytes aérobies
{cf, Matériel et méthodes) et l'activité amylasique soot déterminés.

Chaque semaine le sol est réhydraté & 41.3 %,

La teneur en cadmium acluble est mesurée pour lea é&chantillons prélevés
aprds 32 jours d'incubation. Dana cette expérience la teneur en cadmium
soluble correspond 34 la quantité de ce métal présent dans le s0l sous
forme de jon. Soo analyae se fait avec une électrode apScifique au cadmium
(cf, Matériel et M&thodes).
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6. 2, 1. 1, Bffet sur 1s microflore des amprophytes sérobies

L'cffet du cadmium sur la pepulstien des esprophytea aércbies est repré-
senté & la figure 22.

On é&tablit une relation entre le logarithme en baae 10 du nembre des
aaprophytes adrobiea et ls duréde d'incubatien.

Pour des teneura inférieures ou égsle & 1000 pp/g.m.s. {338 pg Cd solu-
blefg.m.6.) le nombre de germes trouvé dans le sol Steinhof n'est pss
modifi€, Dees concentrstions égsle ou supérieures & 2500 pg Cd/g.m.s. (1130
pe Cd solublefg.m.s5.) entrsinent une diminution de la pepulsticn des
saprophytes aérebies. Cette diminution s'accélere svec la cencentration en
métal lourd et est irréversible au coura de 32 jours d'incubation étudiés.
2500 pg et plus de Cdfg.m.s. sont bsctéricides.

La méthode uti)iefe dcl pour déterminer le nembre des germes présente
certaines limites. En dilusnt ]'échantillen de terre 13 concentration de
cadmium du mileuw diminue empechant ainsi de wettre ea évidence l'effet
bactériestatique du cadmium, Cette méthode est de plus imprécise é&taant
donné qu'cn enregistre des varilations altuées entre 40 et 60 X. Il est
donc peoseible que pour des cencentratiens inférieures et égale & 1000
pefg.m.8. le cadmium exerce un effet négatif réversible sur ls croiasance
dea germes saprophytes aércbles,

6., 2, 1. 2. Effet aur 1l'sctivité enzymatique

L'activité amylasique du sol nen traité avec du cadmium diminve au ceurs
de la péricde d'incubation (cf. figure 23). Aprds un mois elle repréaente,
enviraon les 451 de celle analysée aprds 24 heures.

En-dessous de 250 pg Cd totsl/g.m.e. 1'activité amylasique dans le sel
n'‘est pas mpdifiée.

Entre 250 et 10000 pg /g.m.5. le cedmium cause une diminution de 1'activi-
té enzymatigue en fenctlon de sa cencentratien. Cet effet négatif eat
immédiat (aprds 24 heures) et ne s'accentue pas durant la période d'incu-
batien,
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figure 22 : Influence du cadmium sur le nombre de germes saprophytes aéro-
bies du sol Steinhof en fonction du temps d'incubation.
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figure 23 : Influence du cadmium sur 1'activité amylasique relative du sol
Steinhof en fonection du temps d'incubation. (100% correspondent 3 1'acti-
vité mesurée dans le sol sans adjonction de Cd}.
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Cette observation suggére que la structure de 1'enzyme subit une modifica-
tisn au contact du métal qui la rend moins active, Cette modification de
l'enzyme est fonction de la concentration du cadmium et eat maintenue au
cours du temps d'incubation.

La méthode utilisée ici ne permet pas de Efaire uoe mesure in situ de
1'activité enzymatique dans le sol. Eo ajoutant les solutions de tampon et
de substrat & l'échantillon de sol on le dilue, ainsi que la concentration
de métal, d'un facteur 35 {(cf. 6. I.)., Ainsi par dilution, 1'effet du
cadmium sur 1l'enzyme peut etre réversible : en abaiseant la concentration
du métal en contact avec l'enzyme, la structure de cette deruni&re peut
retrouver sa configuration fonctionnelle initiale. Notre méthode ne nous
permet donc pas de mettre en &vidence, pour des concentrations inférieures
a 250 pg Cd rotal/g.m.s., 1l'effet négatif réversible du métal.

L'effet négatif observé & 250 pg Cd total/g.m.s. est irréveraible,

c'est-A-dire que, malgré 1'effet de dilution dn métal, la structure enzy-
matigque initiale ne peut plus etre retrouvée.

6. 2. 2. Influence du cuivre

Afin de connaitre 1'influence du cuivre sur la population bactérienne et
1'activite amylasique du sol Steinhef, on réalise la meéme expérienoce que
celle décrite précédemment pour le cadmium (cf. 6. 2. 1.).

Les concentrations de cuivre étudiées vont de 0.1 & 10000 pg/g.m.s.

Aprés 1, 2, 5, 9, 21 et 36 jours d'incubation a 259C on analyse la papula-
tion dea saprophytes aérobies et 1'activité amylasigue.

La concentration de cuivre soluble est analysée eo fin d'expérience, elle
correspond & la gquantité de cuivre aous forme de ions.
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figure 24 1 Influence du cuivre sur le nombre des germes saprophytes séro-

bies du 501 Steinhof en fonction du temps d'incubstion.
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6, 2, 2, 1, Bfiet sur la microflore dea aaprophytea aérobiea.

Entre 0.1 et 100 pg /g.m.5, le cuivre n'influence pas le nombre des bacté-
ries (cf. figure 24),

Pour des concentrations situées entre 100 et 250 pg/g.m.a. (0,06 et 4.9 pg
Cn selublefg.m,s.} le culvre entraine une augmentatien du nombre des
germes des saprophytes afrobies., Cet agcroissement pourrait s'expliquer
par les hypeoth2ses suivantes :

- le sol Steinhof peut présenter une carence en cuivre pour la croissance
des germes microbiens. En ajoutant an sol! cet &lément on favoriae un
développement optimal dea populations microblennes, .

- des popnlations sensibles au cuivre peuvent etre remplacdes par des
populations microbiennes résistantes, préexistantes ou mutantes, dont le
développement est supérieur A celui des populations initiales,

A partir de 1000 pg/g.m.5. {197 pg Cu aoluble/g.m.s.) le cuivre réduit te
nombre des saprophytes aérobies dies le premier jour d'incubation. Cette
diminution du nombre des germes créée par le cuivre est fonction de sa
concentration et n'eat pas annulée apr2a une période d'un mois d'incuba-
tion pour le demaine de concentrations &tudié,

6, 2, 2, 2, Bffet aur l'activité amylasique,

Pour des concentrations inférieures a 100 pg/g.m.s, (0,06 pg Cu
soluble/g.m,5.) le cuivre n'exerce aucun effet négatif sur 1'activité
amylasique du sol Steinhof. Entre 100 et 10000 pg/g.m.s5. (0.06 et 8288 g
Cu solublefg.m.s.) cet é€lément entraine une inhibition de 1'activité
enzymatique qui est fonction de sa concentration ( ef. figure 25). Cet
effet négatif par rapport au sol témoin est immédiat (aprés 24 heures
d'incubatien) et n'est pas accentud avec le temps,

La diminutien de 1'activité amylasique est maintenuve constante durant 1le
temps d'incubation dans le seol contenant 10000 pg Cu total/g.m.s. Avec
1000 ug Cu teotal/g.m.5. l'activité amylasique augmente de 5 3 enviren 50%
gntre le troiaidme et le vingtidme jour d'incubation. Cette augmentation
de l'activité pourrait s'expliquer par le fait que des populations micro-
biennes résistantes au cuivre deviennent, aprés wvingt jours, prédominantes
et ayathétisent de nouvelles enzymes,
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figure 25 : influence du cuivre sur 1'activité amylasique relative du sol
Steinhof en fonction du temps d'incubation. (100X correspondent & 1'acti~
vité mesurée dans le so0l sans adjonction de Cd).
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6. 3. Stérilisation du ael

Afin de pouvelr rechercher la réponse de B.lichepiformis au cuivre et au
cadmium on procéde A& la stérilisation du sei, Cette étude a pour but de
rechercher une méthode de stérilisation permettant :

- de tuer la micreflore naturelile du sol

- d'éliminer ou de diminuer d'une maniZre importante l['activité amylasique
native,

La méthode de stérilisation ne doit, cependant pas eotrainer de grandes
modifications des propriétés physice~chimiques du sol.

Les traitements de stérilisation &tudiés sont :

= 1'autoclavage

- la tyndallisatien

= 1'irradiatien par rayannement gamna d'iotensité de 3, 8 pu 12 Mrad.

Ces méthodes de stérilisatien sont décritea sous le peoint 3. 8. (cf.
Matériel et Méthodes}, Pour estimer l'efficacité de ces différents traite-
ments, le nombre de germes bactériens et l'activité amylasiqne sont déter-
minés. Cea méthodes sont décrites respectivement sous les points 3, 9, 1.
{cf. Matériel et Méthodes) et 6. I. Aprds stérilisation on observe 1'effet
des différents traitements sur le pepulation bactérienne et l'activité
amylasique.

6. 3. 1. Effet_sur la microflore

Av tableau )2 on remarque que, ponr chaque traitement, & 1'exception de la
tyndallisation, les bactéries présentes dans le sol sent éliminées, Parmi
les 5.]07 bactéries présentes initialement dans ie &ol 52 germes résistent
A 1a tyndailisation.
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6. 3. 2. Effet anr 1'activité amylasique

Le mode de stérilisation le plus efficace pour abaisser 1'activité enzyma-
tique des amylases est 1'irradiation du aol avec uo rayonnement gamma
d'intensité 12 Mrad ( cf. tableau 32). L'activité enzymatique correspond
aux 26.2% de la valenr témoin., L'autoclavage et la tyndallisation rédui-
sent de la méme menifre 1'activité enzymatique {38X). Ce traitement n'est
cependant paa trés approprié pour notre étnde car il cntraine de grandes
modifications des propriétés physico-chimigues des sols.

Tablean 32 : Influence du mode de stérilisation aur la population bacté-
rienne et aur 1'activité amylasique absolue et relative (X de la vajeur
obtenue pour le aol témoin) du aol Steinhof,

Traitement pactéries/g.m.a. Activité amylasique

de

stérilisation ng amylose disparu/ X
g.n.a.5h,

Nen traité 5. 107 2.52 100

Autoclavage(1209¢,30 min.) 0 0.96 18.1

Rayonnement gamma,

3 Mrad 4] 1.51 60

8 Mrad 0 0.80 3l.8

12 Mrad 0 0.66 26.2

Tyndalliaation(100%C,30min
trois fola & intervalle de
24 henrea) 52 0.36 38,1
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6. 4. Recolonisation du sal irradié par 8. licheniformia

Cette é&tude a pour abjet d'intraduire, dans le sol Steinhaf stérilisé,
B.licheniformis s, afin de :

- suivre son développement

- &tudier la synthdse de son «-amylase aprés avoir amendé le sal avec de
1'amidon & 1%.

Dans le but de vérifier, aprés 1l'intreduction de B.licheniformis 84 dans
le s0l, que lz hausse de l'activité o-amylasique pravient réellement du
métabalisme bactérien, an teste l'effet du surnageant de la préculture. Le
surnageant contient de 1' x-amylase praduite lors de la croissance de
B.lichenifarmis s, en milieu 1ligquide, Dans le sal, au cours du temps
d'incubatian, cette activité devrait rester constante ou diminuer étant
donmé que le surnageant est dépourva de bactéries. En revanche, dans
1'échantillen de sal contenant B.licheniformis 84 on devrait abserver
pendant 1s durée d'incubation une augmentation de 1'activité oe—amylasi-
que,

Parmi les différents traitements de stérilisatien du sel, 1l'irradiation
gamma est choisie pour 1'étude sur 1a recolonisation bactériemme. La
raison de ce choix est que ce procédé entraine mains de perturbations des
propriétée physico-chimiques du sel que celui avec la chaleur (FETERSOR,
1962, MCLAREN et al. 1957, STOTZKY et al. 1959).

Dans des bauteilles en verre de 250 ml préalablement stérilisdes, on met @

- 29.4 g de aol frais ctérilisé sait avec 3 Mrad soit avec 12 Mrad. Cette
quantité correspond & 25 g de matidre adche de sal.

- 0,B9 ml d'une solution d'amiden & 28X équivalent A une concentration
finale dans le sal de 1%. Cette salutlan eat ré&partie wunifoarmément, a
1'aide d'une seringue, & la surface du sal. On mélange ensuite saigneu-
sement le sal et la salutien d'amiden.

- 0,85 ml d'une préculture de B, lichenifermis (Matériel et Méthodes) ou,
pour la valeur témoin, 0.85 ml du surnageant de la préculture. On répar-
tit ces eolutions de la meme mani2re gue celle décrite précédemment paur
la salution d'amiden. Le surnageant est obtenu camme suit : la précultu-
re est centrifugée & 4500 g 2 4°C pendant 15 minutes, Le surnageant est
récolté dans un récipieﬂt gtérile. Il eat ensuite st&rilisé par filtra-
tian.
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figure 26 : Recolonisation du sol stérilisé par radiation y par B.licheni-
formis S4
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- & ce mélange on ajoute de l'eau stérile jusqu'a l1'obtention de 41.3% de
la capacité maximale en eau du so0l. On mélange ensuite le tout.

Un premier témoin est réalisé comportant le sol stérilisé sanas adjonction
d*amidon et de bactéries. Le second est composé uniquement de sol atérili-
58 et d'eau stérile,

Ces bouteilles sont incubées A 25°C, Aux temps d'incubation O, &4, 5, 6, 7
et 12 jours, le nombre de colonies de B.licheniformis et l‘tactivité de 1°
«-amylase sont analysés,

La teneur en eau du aol est réajustée chaque fois qu'un échantillon est
analysé.

6. 4, 1. Effet sur 1la population bactériennme et aur 1'activité de 1*
«-amylage

La population de B. licheniformis n' augmente que trda faiblement dans le
sol irradié (cf. figure 26). Ce manque de croisaance peut etre du soit 3
la présence de substances toxiques ou inhibitricea dans le sol, so0it parce
que le sol présente des conditions favorablea pour la sporulation,

Le bombardement du s0l avec du 6060 cause une radiolyse de 1'eau avec
formation de radicaux H, OH, HO,. Ces substances hautement réactives em
réagissant, soit avec les protéines, soit avec les acides nucléiques
{SCHOLES, G., WE155, J., 1960) peuvent empecher un développemeut bactérien
optimal.

On aurait pu vérifier cette hypothdse en inoculant le scl stérile avec du
50l frais. Un faible développement de la population mixte aurait indiqué
que le sol stérile contenait effectivement des substances toxiques ou
inhibitrices pour les microorganismes.

L*influence de la recoloniasation du sol irradié par B.licheniformis, sur
1'activité de I' «-amylase est présentée aux flgures 27 et 28. L'activité
de 1' «-amylase du sol irradié contenant le surnageant est plus élevée au
Jour 0 que celle du sol renfermant B,licheniformia. L'activité emzymatique
dv controle (so0l irradié sans adjonction) commence 3 diminuer approximati-
vement aprés 4 joura d‘'incubation 3 257C. L'activité du sol contenant
B.licheniformis augmente légdrement pendant les quatre 3 cing premiers
Joura d'incubation avaant de diminuer.
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figure 27 : Influence de la recolonisation du sol Steinhof, irradié& avec 3
Hrad, par B.licheniformis s, sur 1'activité de 1'w«-amylase,

o .
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sol + B.licheniformis

v  sol+surnageant
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figure 28 : Influence de la recolonisation du sol Steinhof,irradi& aveec 12
Mrad, par B.licheniformis s, sur 1'activité de 1'~-amylase.
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Dn abserve, malgré cette diminution, que 1'activité amylasique du sol
contenant B.licheniformis est plus élevée que celle du sol renfermant le
surnageant seul. Cecl laisse supposer qu'entre le quatri2me et le aeptidme
Jour d'incubatian et le cinquidme et douziZme jour reapectivement pour le
sol traité avec 3 et 12 Mrad la diminutiou de })'activité est cempensée par
une légkre synthése. Cette aynth¥se est cependaot trap faible pour permet-
tre une dtude avec les métaux leurds qui seit représentative.

6, 4. 2, Iofluence de la L-alanine sur la recoleoaiaation du sol irradié
avec ] Mrad par B. licheniformia

Larsqu'on inocule le aal Steinhof irvadié avec B.lichenifermis s, cette
bactérie préaeote une faible croiasance et peu d'activité enzymatique.
Afin de tester sl cette Inertie est due & la sparulatien bactérienne on
tente d'ajeuter au aal une substance connue ceomme agent germinateur des
spores {L-Ala). Pour réaliser cette expérience on chaisit de travailler
avec le sel irradié avec 3 Mrad. Pour cetie dase, la microflare native du
sal Steinhof est éliminée alors que 1'activité enzymatique est réduite
d'environ 40% aeulement, Si on opte tont de meme pour 1 Mrad c'est pour,
éventuellement, diminuer la formatien des substances toxlques issues lors
du traitement du sel au ravonnement gamma. Ces substances peuvent entraver
le développement bactérien.

Dans des beoutellles en wverre de 250 ml stériles, on ajoute @

I

29.4 g, de sol frails stérilisé avee 3 Mrad. Cette quantité dquivaut a 25
g.m.s. de sol

- 2,5 g. de L~Ala, Le sel témoin se tropuve sans adjenction de L-Ala.

0.89 ml d'une splution d'amiden & 28% (concentration finale 1%)

0.85 ml d'une préculture de B,lichenifermia s,

La Eagon de répartir la salution d'amiden et la préculture est décrite
seus le point 6. 4,

A ce mélange an ajeute de l1'eau stérile jusqu'a 1'obtention de 41.3% de la
capacité maximale en eay du aal, ’
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Aprés 2 heures, 2, 4, 7 et 14 jours d'incubation a 25% on analyse Ie
nombre de colonies de B,licheniformis s, formées sur du Nutrient Agar et
1'activité amylasique des échantillons,

L-Ala semble engendrer une auvgmentation de la population de B.lichenifor-
mis tout de suite aprés son addition dans le sol (cf, figure 29). Aprda
deux jours d'incubation le nombre de B. licheniformis est redescendu A Ia
valeur du témoin., Ce fait est surprenant étant donné qu'il faudrait aux
microorganismes plusieurs heures pour se développer. Il se pourrait gque la
facon de répartir B.licheniformis dans le sol ne permette pas d'gbtenir
une bonne homogénéité des échantillons. Celui contemant L-Ala au temps 0
pourrait avolir plus de bactéries que les autres. On aurait pu vérifier
cette hypoth2se en prélevant plusieurs échantillons dans une méme bouteil-
le.

L'activité de 1' «x-amylase n'est pas influencée de manidre significative
par L-Ala (cf. tableau 3J}. Elle correspond & 1'activité enzymatique
aprés 1'irradiation puia diminue avec la durée d'incubation.

Tsbleau 33 : Influence de la L-Alanine {L-Ala) sur l'activité de 1' oc-amy-
1nse du eol Steinhof lrradié avec 3 Mrad pula recolonisé par B.licheoifor-
mis

Durée d'incubation Activité de 1' x-amylase
Jjour mg d'amylose disparu/g.m.a.24h
Sans L-Ala Avec L-Ala
1] 2.53 2,02
2 2,52 2.72
4 2.41 1.87
7 2,56 2,10

14 3.50 2,70
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figure 29 : Influence de la L-alanine sur la recolonisation du sol Stein-
hof, irradié avec 3 Mrad, par B.licheniformis s,.
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6, 4, 3, Influence de la teneur en amidon_aur la recolgaisatice du_aol
irradié avec ) Mrad par B. licheniformia et sur i'activité amyla-
alque

Afin de connaitre si I'inactivité de P.licheniformia S4» dans le sol
irradié avec 3 Mrad, est due A une carence em nutriment carbené, on ajoute
au se} de 1'amiden de mani®re A obtenir ume concentration finale de 1, 2
et 4%. De plus, on expérimente si la croissance bactérienne est meilleure
a 25% qu'a 37%,

Cette expérience est réalisée dans des bouteilles en verre de 250 nl
stériles dans les memes cenditions que celles décrites précédemment {(cf.
6.4.), Le sol controle correspond au sol inoculé avec B.lichenifermis Sy,
sans adjonctlon d'amiden. Aprds 2 heures, 3, 5 et 6 jours d'incubation
soit a 259C soit a4 379 on détermine le wombre de B.lichenifermis et
1'activité amylasique du sel. Le sol est ramené a 41.3% de sa capacité
maximale en eau,

Les résultats sont présentés aux tableaux 34 et 35.

On ne remargue aucune influence de la température sur le nombre de B.li-
cheniformis. Comparé avec le contrale, l'adjonctien d'amidow semble en-
trainer une diminution duv nembre de bactéries. Cepecdant la variation des
résultate observée au tableav 34 ne permet de tirer aucune conclusion.
L'activité amylasique du sol irradié n'aungmente pas ni 2 la suite d'une
adjonction d'amidon ol en élevant la température a 37°C (¢f. tablean 35).
Au contraire lorsqu'en la compare avec celle du sol centrole, 1'activité
enzymatique des sols amendés avec de 1'amiden est plus faibie, Dn ebserve
une exception pour 1'expérience réalisée A 37°C aprds 5 jours d'incuba-
tion. D'une manidre générake, une élévation de la température a 37%
aemble entrainer une baisse de i'activité lorsqu'on 1a compare & celie
analysée A 25%¢ (sauf apris 5 jours d'incubatien).

Vu la grande variation des résultats obtenus A partir de cette expérience
il n'est pas possible de tirer des cenclusiens sur 1'effet soit de 1la
température soit de l'amidon sur le nembre des bactéries et de 1l'activité
amylasique analyséa dans le sol,

Cette grande variation pourrait provenir d'une distribution non homozéne
de la seurce carbenée, De plus, I'adjonction au sel de 1'amidon entraine
du collage des particules de aeol et ceci pourrait créer des microsites
anaérobies alternant avec d'autres aérobiea rendamt ainsi i'échantiilonage
hétérogdne.
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Afin de vérifier ceci on aurait dii analyser dans un syst2me expérimental
(une bouteille de terre conteocant une concentration d'amidon) la variation
de la population bactérienne et celle de 1'activité amylasique.

Tableau 34 : Influence de la teneur d'amidon ajouté au 6ol et de la tempé-
rature sur la recolonisation du sol Steinhof irradié avec 3 Mrad par B.
licheniformis

Durée Nombre de bactéries (.10°/g.m.s.)

d'incubation Controle Amidon 1% Amidon 2% Amidon 4%
jour 25% 7% 25%c 1% 25%  371% 25% 37%
o 9.4 55 24.7 14,1 8.3 4.8 2.1 3.4
3 130.0 110 1.3 1.4 6.3 6.9 7.8 11,1
5 uwlo o 192 4.2 11,3 9.6 9.4 11.6 12,5
6 234.0 198 112.0 15.4  12.6 20,0 16.7  11.4

Tableau 35 : Influence de la teneur en amidon ajouté au sol et de la
température sur l'activité amylasique du sol irradié avec 3 Mrad aprés
inocutation par §.licheniformis

Durée Activité de 1' oc—-amylase
d'incubation (mg d'amylose disparu/g.m.s5.24h
jour
Controle Amidon 1% Amidon 2% Amidon 4%

259¢ 3% 2% 3% 5% 7% 25%¢  3r%c

0 5.7 5.1 - 5.3 4.9 4.9 5.1 4.1
4 5.4 5.0 5.2 4.7 5.5 4.9 5.7 5.3
5 5,3 4.3 5.1 5.5 5.0 5.0 4.4 4.5
6 5.6 6.0 4.8 1.4 4.1 4.0 4.3 3.4
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6. 5. Influence de 1'inoculation par ®. licheniformia du aol Steinhof
naturel aprea adienction d'amidon eur la population bactérienne

Etant donné que dans le sol irradié B.licheniformis 8, se développe mal et
ne synthétise que trés peu d' «-amylase on cholsit de travailler avec le
sal Steinhof natif, Cette étude a pour but d'inoculer le sel Steinhof,
amendé avec de 1'amidon 2 1%, avec B.licheniformis s, afin d'ebserver 3

- le développement de B.licheniformis 54
~ la croissance des saprophytes aérobies
- la synthése amylasique

Afin de vérifier si la synthése amylasique du sel previent du métabolisnme
de B.licheniformis 8, on teste 1'activité enzymatique du sol contenant de
1'amidon 2 1X et du surnageant de la préculture de B.licheniformis.

Dans des bouteilles en verre de 250 ml stériles, on met :
- 29.4 g de sol frais (25 g.m.5., de sel)

- 0.89 ml d'une solutien d'amiden & 28% équivalent A une concentration
finale de 1%

= 0.B5 ml d'une préculture de B.lichenifeormis 54 ou de surnageant

On répartit la solution d'amidon et la préculture de B.licheniformis comme
décrit sous le point 6.4,

A ce mtlange on ajoute de l'eau stérile jusqu'2 1'obtention de 41.3% de la
capacité maximale en eauw du sel.

Aprés une incubation de 2 heures, 4, 5 et 7 jours & 25°C on analyse la
quantité des saprophyies aérobies, celle de B.lichenifermis s, et 1'acti-
vité amylasique du sol. Pour dénembrer B,lichenifermis s, on compte les
colonies en forme de lichen que forme cette bactérie sur le Nutrient Agar.
Lorsqu'on n'ajoute pas de B.licheniformis au sol, en ne remarque que trés
rarement la présence de colonies eo forme de lichenm sur les boites de
Pétri, Le sel controle correspond au sol amendé avec le 1'amidon 2 1% sans
adjonction ni de aurnageasnt, ni de préculture bactérienne.
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6. 5. 1, Influence aur la microflore bactérienne

Dans le sol inoculé par B,licheniformia s, on remarque, guelques heunres
apréa 1'inocnlation, que 13 population des saprophytes aérobies est moins
élevée que celle du so0l controle (cf.tablean 36), L'adjonction d'amidon
provoque 1’agrégation des particules du sol, Ainsi il se pourrait que
B.licheniformis aoit réparti de manidre non uniforme. L'échantillon de sol
inoculé par B.licheniformia et prélevé au jour 26ro contiendrait moins de
bactéries. On aurait pu vérifier cette hypothdse en prélevant dans une
bouteille plusieurs é&chantillons afie de connaftre la vépartition des
bactéries.

An cours do temps d'incubation on n'observe ancune augmentation do nombre
nl des saprophytes aérobles ni de B.licheniformis 54 ceci soit pour le sol
inoculé, soit pour le aol controle. Ainsi dans cea conditions expérimenta-
les, 1'amidon n'induit paa le développement ni de la population bactérien-
ne totale ni celle de B,licheniformis,

Tableaw 36 : Influence de 1'inocnlation du aol Steinhof, amendé avec 1X
d'amidon, par B,licheniformis 54 sur la croisssnce des saprophytes aéro-
bies et de B.licheniformis s,

Durée controle Sol inocunlé

d'incybation par B, licheoiformis

jour Hombre de  Nombre de Nombre de Nombre de

bactériea B.licheniformis bactéries B.licheniformis

.108 } .108 .10

0 160 0 65.5 0.75

[ 142 0 158.0 ‘ 0

5 111 0 191.5 0,50

7 179 0 162.0 0.67
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6, 5, 2, Influence sur 1'activité amylasique

Dans cet essai on consid®re la biosynth2se enzymatique durant trois pha-
ses, définies comme suit (cf.figure 30}

- phase ] : correspondant 3 la synth2se enzymatique entre les jours O et
2.

- phase 2 : synthése avant lieu entre les jours 2 et 5.
- phase 3 i synthése ayant lieu entre les jours 5 et 7,

On & choisi ces 3 phases afin de pouvolr, éventuellement lors de cette
période expérimentale, mettre en évidence une adaptataion au métal de la
microflore amylolytique. En effet, dans le milieu liquide on a observé
apris une latence de 24 A 48 heures une adaptation au cadmium de la creis-
sance de B,licheniformis.

Pour calculer la biosynthése on établit cette relation :

avec X = 2; ¥y = 0 pour la phase 1
x=5; y=2 pour la phase 2
Xx = 7; y =5 pour la phase 3.

On cobserve pour le s0l témoin une biosynthdse enzymatique maxiﬁale durant
la phagse 1 puis elle diminue lors des deux phases successives,

On remarque durant la phase 1 gque la biosynthése amylasique, dans le sol
contenant soit le surnageant aoit B.licheniformis s, est supérieure 2
celle mesurde dans le sol témoin. On ne distingue cependant aucune influ-
ence de B.licheniformis 5, Sur la blosynth2se enzymatique., On cbtient
effectivement la méme blosynthese dans les sols trait®s soit avec B.liche-
niformis soit avec le surnageant.

L'augmentation de la biosynth2se observée dans les scls contenant le
surnageant ou B,licheniformis 5, pourrait s'expliquer par le fait que la
- culture bact2rienne contient des molZcules stimulant la biosynth2se amyla-
sique des germes amylolytiques présents dans le so0l. L'augmentation de la
synthise ne peut pas provenir de B.licheniformis s, puisque les activités
enzymatiques considéréea aux jours 0 et 2 {(cf, tableau 37) sont ideati-
ques quel que soit le sol considéré (les traitements faits),
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purant les phases 2 et ) on abserve, comme pour le sol témoin, une diminu-
tion de la biesynthése daus les sols ceontenant soit le surnageant soit
B.lichenifermis s,.

Tableau 37 : Bffet de 1'inoculation du sol Steinhof par B,lichenifermis
sur 1l'activité amylasique aprdés adjonction d'amidou & 1%

Purée d'incubatien Activité amylasique
Jour mg d'amylose disparufg.m.S.4h
Contrale Sol 'S0l
+ surnageant +B.licheniformis

0 2.6 2.6 2,5
1 2.8 2.8 2.7
2 5.6 7.4 7.3
5 9.2 8.0 9.1
[ 10.6 10.2 9.6
7 9.4 10.3 11.6

6, 6, Iufluence du_cadmium aur la synthdae de 1'amyjase, la_microflere
totale et amylolytique du asl Steinhof

Aprés aveir inoculé le sol Steinhof stérile avec B.licheniformis s, on
s'est apergu que la croissance bactérienne de méme gue la synthise de sem
w-amylase étaieunt trop faibles pour entreprendre une &tnde avec les métaux
lourds.

Le développement de la population bactdrienne ainsi que la synthiése amyla-
sique n'ont pas été améliorés apréa adjanction seit d'un agent germinateur
so0it d'une source de carbene {amiden}.

Dans cette expirience oo décide d*'étudier 1'effet des métaux leurds sur la
synthése amylasique régle par la population amylelyiique du sel Steinhof
natif amendé avec de 1'amidou 2 1%,
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Ce travail a pour buts :

- de déterminer lequel des paramitrea - aynthdae enzymatique, papulation
des saprophytes aérobies et celle des germes amylelytiques - réagit avec
le plus de senaibilité av cadmium.

- d'observer si, comme dans la solution aynthétique liquide, on a, apris
48 heures, la sélection de aouches résiatantes au cadmium.

Dans une boite de palystyrol préalablement stérilisée avec de l'alcool an
met 1

- 58.8 &, de sol frais correspondant a 50 g.m.,a, de sol

- 5 g, d'amidon

- 1,65 ml d'une préculture de B.lichenifarmia

On choisit d'ajouter au s01 cette bactérie, bien qu'elle n'ait qu'une

faible influence sur la biosynthdse amylasique, car elle a é1é le aujer de

la premidre partie de notre étude.

-1 ml de solution de CdClz de différeotes concentrations. Ces concentrs-
tions sont choisiea de manidre 3 ce que les concentrations finales de Cd

soient 0.1; 1; 10; 100; 1000 et 100400 pg/g.m.a.

- de 1'eav stérile de fagon & ce que le aol ait 41,3% de sa capacité
maximale en eau.

La répartition de la préculture et des solutions de cadmium ajoutées au
sal est décrite sous le point 6. 4,

Apras 2 heures, 2, 4 et 7 joura d'incubation a 25°C. on analyse le nombre
de bactéries saprophytea aérobies, amyvlolytiques et l'activité amylasique.
Le nombre des bactériea est déterminé selon la méthode du nombre le plua
probable de germes (cf. tables de MaCrady).

La quantité de Cd saluble eat déterminéde apréa 7 jours d'incubation.
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La synthése amylasique est définie selon trois étapes :
= la synthése entre les jours 0 et 2 {phase 1)
A2 - B
ty -ty
= la synth#se entre lea jours 2 et 4 (phase 2)
Ay — Ay
té-tz
- la synthése entre les jours 4 et 7 {phase 1)
Ay - A, .
-ty
avec Ag, 44, Ay, Ay = activité énzymatique mesurée aux jours 0, 2, 4 et

-

tg. 1. ty, ty = temps d'incubation 0, 2, 4 et 7 jours

6, 6, 1, Effet sur la microflore totale et amylolytique

Pour des concentrations de cadmium inférieures a 100 pg Cd total/g.m.s. la
population des germes saprophytes aérobies n'est pas influencée (cf,
figure 231),

Avec 100, 1000 et 10000 pg Cd total/g.m.s. on remarque, en début d'expé-
rience, que le nombre des germes saprophytes aérobies est inférieur 2a
celui que 1'an détermine dans le sol témoin. Il semblerait qu'on ait ici
la destruction des germes saprophytes aérobies sensibles au cadmium,

Avec 100 pg Cd total/g.m.5. on remarque une forte augmentation de la
papulation des germes saprophytes aérobies entre les jours 2 et 4. 11 est
possible qu'aprés 4 jours d'incubation une flore mutante ou préexistante
résistante au cadmium supplante la population dominante initiale sensible
au cadmium.
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figure 31 : Influence du cadmium sur la population des saprophytes aéro-
bies du sol Steinhof naturel amendé avec 1% d'anidon.

O contrdle
A Tpg Cdlg.m.s.
v 10pg Cdig.m.s.
D 100ug Cdlg.m.s.
® 1000ugCdig.m.s.

B 10°000pug Cdig.m.s.

|
0 2 4 7 jours
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figure 32 ! Influence du cadmium sur la population des germes amylalyti-
ques du 501 Steinhof natif amendé avec 1X d'amidon.

O controle

8 | A 1 pgCdig.m.s.
v 10 pg Cdig.m.s.
O 100 pg Cdlg.m.s.
® 1000 pgCdig.m.s.
® 10°'000 pg Cdlg.m.s.
7 —

2 4 7 jours
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Avec 1000 pg Cd total/g.m.s. on n'observe aucune vsriation impertante du
nombre des germes totaux durant la périsde d'incubatien.

Avec 10000 pg €d total/g.m.a. une partie des germes saprophytes aérobiles
cst détruite durant lea deux premiers jours d'incubation puis n'est pas
remplacée.

Il aemblerait que la sélection d'une flore résistante au cadmium a lien
jusqu'd une certaine coocentration de métal puis au-deld aucune sélection
de germes réaistanta n'est possible.

La population des germea amylolytiqueaa réagit d'une mani&re analogue 2
celle des saprophytes aérobies. En-dessous de 100 pg/e.m.s. le cadmium
n'influence pas d'une mani&re significative le développement des germes
amylolytiquea (cf.figure 32).

Avec 100 pg Cd totalf/g.m.s. le nombre des pgermes amylolytiques ae trouve
en descous de celui qui est analys€ dans le sol témoin durant les deux
premiera jours d'incubation. Apr2s 48 heurea le nombre des germea amyloly-
tiques augmente,

Ces observations suggérent que la flore ioitiale est détruite par le
cadmium puis, apr&s 4 et 7 joura, unme flore résistante au cadmium 6&'ins-
talle,

Avec ]000 et 10000 pg Cd total/g.m.s, 1ls flore amylolytique rdagit au
cadmium de la meme facon que la flore des saprophytea aérobies.

I1 n'est pas A exclure que le cadmium pourrait aveir un effet bactdricide
au—gessous de 100 pg Cd total/z.m.s. vis A vis d'une floare sensible A ce
métal, Cependant notre méthode de détermination du nombre des germes ne
permet pas d'observer les variations dans 1'équilibre des popnilations
microbiennes,

6. 6., 2, Effer sur la aynthéae amylasique

Lors de la premiZre phase (0-2jours) on observe une augmentation de la
biosynth2se amylasique en prdsence de 1 pg Cd total/g.m.s. (fieure 23).
Cette stimulation pourrait réculter d'une perturbation de cette synthése
enzymatique, Au-deld de 10 pg fg.m.s. le cadmium réprime la biosynthdse,
En présence de 1000 et 10000 pg Cd total/g.m.5. l'enzyme est détruite.
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Durant la aeconde phase (2-4 fjoura} la bicsyuthiae amylasique eet retardde
en prdaence de 1000 peg Cd totei/g.m.n.

Lors dz la troiaidme phase (4~7 Jours) an remarque qu'avec 100 et 1000 pg
Cd total/g.m.s. la bioaynthtae eozymatigue eat supérieure 2 celle du scl
témoin,

Ces derniers résultats suggdrent que la biosynth®me qui a lieu aprés 48
heures preovient de 1'activité d'une nouvelle flore microbienne résistante
au cadmium. De plus il se peut gqu'on ait la ayuthise de uouvelles amylases
plus résistantes au cadmium gue les amylasea préexiatentes.

Tableau 38 : Influence du cadmium sur 1l'activitéd amylasique du sol Stein-
hof amendd avec 13 d'amidan.

Teneur Durde d'incubation

en cadmium jour

refg.m.s ] 2 4 7
0 3.1 6.3 T.5 7.3
0.1 3.3 6.4 6.7 6.8
1 2.8 7.0 7.1 " 6.8
10 3.0 6.0 8.1 1.0
100 3.1 5.1 7.4 10,0
1000 3.0 2.6 7.1 9.3
10000 3.0 1.7 2.2 2.4

6. 7. Influence du cuivre eur la eyuthdae amylasique la microflore totale
et amylolytigue du aol Steinhof

Cette expérience est rédaliaée de la meéme manire que celle décrite asus le
paragraphe 6, 6. Le cuivre eat ajouté A la place du cadmium, Les concen-
trations de cuivre chaisies sont les memes que pour le cadmium., L'analyse
du guivre soluble eat aussl rdaliecée en fin d’expérience.
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figure 34 : Influence du cuivre sur la population des germes saprophytes
aérobies du sol Steinhof naturel amendé avee 1% d'amidon.

O contrdle
A 1 pgCulg.m.s.
v 10pugCulg.m.s.

O 100pgCulig.ms.
® 1000pugCulg.m.s.
®m 10000pg Culig.m.s.

©
|

o

log (nombre des saprophytes aérobies)
-

0 2 4 7 jours
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Influence du cuivre sur }a population des gerhes amylolytiques

du sol Steinhof naturel amendé avec 1% amidon,
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6, 7. 1. Effet sur la microflore totale et amylolytique

Pour le sol témoin et pour les sols contenmant 1, 10 et 100 pg Cufe.m.s. la
population des saprophytes aérobies augmente durant le temps d'inmcubation
(cf. figure 34), La croissance est plus rapide pour les sols caontenant 10
et 100 pg Cu total/g.m.s.

En présence de 1000 et 10000 pg Cu totalfg.m.s. la population microbienne
diminue durant les quatre premiers jours d'incubatieon. Cette diminutiom
eat fonction de la concentration du cuivre et pourrait provenir de 1'€li-
mination des germes sensibles. Aprés sept jours le nombre des germes
saprophytes agrobies, comparé avec celui oabtenu apréa quatre jours, a
augmenté. Cette observation sugg2re qu'une nouvelle flore, nutante ou
préexistante, résistante au cuivre a remplacé la population initiale
sensible au cuivre. :

La microflore amylolytique me aemble pas &tre influencée significativement
en-dessous de 100 pg Cu taotal/g.m.s. {cf.figure 35),

Avec 100, 1000 et 10000 pg Cu total/g.m.s. le vdombre des germes initiale-
ment présents est inférieur & celuvil qui eat détermiaé dans le s0l 1émoin,

En préseoce de 100 pg Cu total/g.m.s6.le wombre dem germes amylolytiques,
aprés une phase de latepnce de 48 heures, subit une forte augmentation qui
pourrait etre due au développement d'une nouvelle flore résistante au
cuivre. Avec 1000 pg Cu total/g.m.5. on abserve le méme phénaméne mais
d'une mamire moins distincte,

Avec 10000 pg Cu total/g.m.s. la flore est maintenue plus ou moins cons-
tante au cours du temps d'incubation. Il semblerait que pour des concen-
trations de cuivre aussl élevéea la sélection de germes résistants au
cuivre n'ait plus lieu,

6. 7, 2. laflueoce nur la aynthfae amylasique

Lors de la premidre phase (0-2 jours) la synthése enzymatique n'est pas
réprimée pour des concentretions inférieures a 100 pg Cu total/g.m.s. Avec
100 pg Cu total/g.m.5. on observe une répreapion de la biosynthise enzyma-
tique qui augmente avec la coacentration du métal (figure 36).
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Durant la seconde phase (2-4 jours}, la synthése amylasique est retardée
en présence de 1000 pg Cu total/g.m.s. Avec 10000 pe Cu total/e.m.s. la
biosynthése est totalement réprimée,

Lors de la troisidme phase (4-7 jours), la biosyuthése enzymatique en
présence de 100 et 10000 yg Cu total/g.m.s. est plus élevée que celle que
1'on détermine dans le sol témoin,

Ces résultats suggdrent les hypoth¥ses suivantes :

- 1a biosynthése amylasique due 2 des germes sensibles au cuivre (phase 1)
est réprimée A partir de 100 pg Cu total/g.m.s.

- apréa 48 heures (phase 2) une flore mutante ou préexistante résistaute
au cuivre remplace la population des germes amylolytiquea seusibles
initialement dominante. Cette mnouvelle flore mynthétise de nouvelles
enzymes, Celles-ci peuvent étre plus résistantes au cuivre que celles
qui ae trouvaieut au départ dans le sol.

Tableau 39 1 Influence du cuivre sur l'activité amylasique du sel Steinhof
ameudé avec 13 d'amidon.

Teneur Durée d'incubation

eu cuivre jour

pg/e.m.s.

totale 1] 2 4 7

¢ 2.62 5.58 6,08 5.42
0.1 2.61 5.04 5.12 4.54
1 2.75 5.20 6.38 5.77
10 2.47 5.24 5.00 4.63
100 2.31 4,83 7.42 8.89
1000 1.93 2.13 5.98 6.65

10000 1.34 1.50 1.26 1.24
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7.DISCUSSIOR

Dans wn milieu liguide synthétigune, an a teaté 1'influence du cadmium et
du cuivre sur la croissance de B, licheniformis, la synth2se et l'activité
de son x-amylase, Afin d'exprimer la toxicité des métanx lourds A 1'ézard
de ces psramitrea biologiques, on a défini troia param3tres: la conceotra-
tion limite de toxicité (CLT), les concentrationa causant soit 20 (1620)
soit 50 I {IC5q) @’inhibition. Cea valeurs ont &té abtenues mathématique-
ment. Dans la secande phase du travall, on a observé dans un milleu com-
plexe, le aol, quelles &taleut les réponses au cadmium et av cuivre des
meémes paramdtres biologiques. Les résuitata obtenus contribuent 2 1'éiaba-
ration dea valeurs ludicativea pour le cadmium et le cuivre figurant dana
1'Ordonnance sur les polluants du sol (Qaol),

7. 1. Valeurs pour le cadmium et pour le cuivre de CLT: ECqq et 1Ccq

Les valeurs CLT; 1620 et 1050 pour le cadmium sont mentionnées au tableau
40 et celles pour le culvre au -tableauw 41, Ellea sont donnfea pour la
crolssance de B, licheniformia et la synthdse «—amylasique, en teneur
totale et non en teneur soluble. L'analyae du cadmium et du cuivre sous
forme ionique n'était pas poseible car lea concentrations &taient en-dea-
sous du seuil de détection du polarographe qul est de 5 ppb pour les 2
&léments, Pour 1'activité «-amylasique, les teneurs aolubles de CLT, 1620
et ICSD reprégentaleat approximativement le douxiéme et le quarantiéme de
la teneur totele respectivement du cadmium et du cuivre. Ces résultsts
indiquent que le culvre présent daos le milieu liguide ae trouvait plua
sous une forme liée chimiquement que we 1'était le cadmium.
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Tableau 40 : Seusibilité au cadmium de la croissance de B.lichenifarmis s,
de la synthése et de l'activité de son «—amylaae dans un milieu liguilde
synthétique.

Paramétres biologiques CLT 1020 IC50
{(pg Cd/ml)
total soluble total soluble total soluble

Croissance 0.05 - 0.13 - 0.64 -
Synthése de 1'«-amylase 0.13 - 0.44 - 2.05 -
Activité de 1'«-amylase 208.58 16.5 23B.71 19.0 283.08 22.0

Tableau 41 : Sensibilivé au cuivre de la croissance de B.licheniformis 5y,
de la synthZse et de 1'activité de aon x-amylase dsus un milieu liquide
synthétique

Paramétres biologiques CLT 1020 IC50
(rg Cu/ml)
total aoluble total soluble total soluble

Croissance 0.34 - 0.41 - 0.54 -

Synthése de )'c-amylaae 0.03 - 0.10 - 0.95 -
Activité de ]'w-amylase 22.76 0.5B 28.37 0.65 36.76 0.75

Oans aotre travail les concentrations inhibant de 50 ¥ la croissance de
B.licheniformis s, sont de 0,637 pg Cd/m)l et de 0.54 pg Cu/ml. Ces concen-
trations sont trés faibles par rapport & celles obtenues par HAAVIK (1976)
pour B.licheniformis ATCCI45B0 qui sont égales & 9 pg Cd/ml et 2 21.8B pg
Cu/ml. Pour d'autres espices de 3acillus les concentrations de cadmium
causant un début d'inhibition de la croissance sont de 10 pg/ml pour
B.subtilis (SUROWITZ et al.1984) et de 40 pg/ml pour B.cereus (DOYLE et
al.1974) contre 0.052 pg/ml pour notre bactérie. Ces grandes différences
s'expliquent par le fait que le milieu de culture utilisé dans notre étude
est un milieu syathétique simple composé uniquement de quelques sels et
d'une source de carbone (cf. Matériels et Méthodes ) alors que les mi-
lieux utilisés par les auteurs citég précédemment sont trés complexes. Le
milieu dans lequel pousse B.licheniformis ATCCI4580 contient des substan-
ces complexes telles le 0ifco Bacto-soytone et le Qifco Bacto-peptone,
celui utilisé pour la croissance de B. subtilis du tryptophane et celui
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dans leque] pousse B,cereus est du bouillen de culture. Ces substauces, en
camplexant les métaux lourds, réduisent leur toxicité (GADD et al,197B,
STERRIT et al.19B0}.

On observe pour B.licheniformis s, une diminution de l'activité amylasique
de 502 en présence de 36,B pg Cu total/ml et de 20% avec 23B.7 pg Cd
total/ml. KRISHNAN et al., (1983} trouvent que l'activité enzymatique de
B,licheniformis CUCMC 305 diminue de 42% avec 31.B pg Cu taotal/ml et de
20% en présence de 56,2 pg Cd/ml,

Pour le cuivre mos résultats concordent avec ceux de KRISHRAN et al. alors
que pour le cadmium 1'activité o-amylasique de B.licheniformis CUCMC 305
est enviran quatre fois plus sensible que celle de uotre souche. Cette
variation dana la réponse au cadmium d‘'amylases synthétisées par des
souches de B.licheniformis différeutes suggére que la composition on la
séquence des acides aminés de 1'c-amylase peut changer d'une souche 3
1'autre et entrainer une sensibilité différente A 1'égard de certains
métaux lourds, De plus des substauces contenues dans le surnageant telles
des petites protéines, des polysaccharides et des métabolites produits au
cours de la croissance de B.licheniformis a, pourraient lier le cadmium et
abaisser sinsi aon effet inhibiteur sur 1' w-amylase,

7. 2, Toxicité du cadmium et du cujivre envers la croissance de B, licheni-
formis, Is synthise et 1'activité de son «<-amylase

£n faonction des valeurs CLT obtenues (c¢f, tableaux 40 et 41) on remarque
que le cadnium et le cunivre possédent une séquence de toxicité différente
pour les paramdtres biologiques étudidés:

Cd : croissance > synthese de 1' =-amylase > activité de 1' «-amylase
Cu : synth?se de 1' w-amylase > croissance > activité de 1'«—amylase

La croissance de B, licheniformis se montre plus sensible au cadmium (CLT
= 0.05 pg/ml) qu'au cuivre (CLT = 0,34 pg/ml). On observe, cependant que
le taux de croissance p diminue pilus lentement lorsqu’an ajoute au milievn
de culture dv cadmium que du cuivre (cf. graphiques 10 et 17). En effet,
de fajbles augmentations de cuivre entrainent une diminution brutale du
taux de croissance, Cette observation suggere 1'hypothése suivacte: le
cuivre, &lément esaentiel A la vie, pent pénétrer dans la cellule par une
perméase spécifique, Une fois dans le cytbplasme il se liera 3 des proté-
inea cupriques essentielles an métabolisme cellulaire alors que 1'excédent
pourra se fixer de manidre non spécifique A des groupemente -S5H; NHy ou
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~COOH d'auvtres protéines les rendant ainsi partieljement ou totalement
inactives. Le cadmium par contre utilisera une perméase spécifique au Mn2*
(Silver, 1981} pour entrer dans la cejlule, A }'intérieur il pourra, comme
le cuivre, inactiver certaines protéines en se fixant aux groupements
amino, carboxyle ou sulfhydrile. Il pourra d'autre part exercer une toxi-
¢cité indirecte en créant upe carence de Mt dans 1a ceilule.

B. licheniformis réagit différemmment 3 la toxicité duv cadmium et & celle
du cuivre. La durée de la phase de latence double lorsqu’an passe pour le
cadmium de CLT 3 1050 alars que pour le cuivre ie pascage de CLT & ICgy ne
s'accompagne d'aucune modification de la durée de la phase de latence (cf.
tableaux 14 et 22), Ces résujtats suggérent que la cellule peut s'adapter
au cadmium mais non au cuivre., Nous avons effectivement isclé d'un milieu
riche en cadmium (80 pg/g.m.s.) une série de mutants résistants 2 cet
élément alors que nous n'avons sélectionné aucun mutant pour le cuivre.
Nous n'affirmerons pas, cependant, que B,licheniformis_ s, ne puisse pas
présenter un phénoméne de résistance au cuivre car nous n'avons pas dispo-
sé de suffisamment de temps pour approfondir nos études & ce sujet, Les
mutants accumulaient moins de cadmium dans leur cellule que la souche
sauvage. Le mécanisme de la résistaoce acquise par la mutation n'a pas pu
€tre éclaircie., On entrevoit cependant deux hypothises de travail:

~ une modification de la perméabilité membranaire

- la synthise de substances chélatantes immobilisant le cadmium du milieu,

Les mutants au cadmium semblent jouer un role important & 1'égard des
aouches sensibles. En effet aprés avoir isolé différentes souches d'un
milien enrichi en cadmium (80 pg/ml), on a observé gue lorsgu'on les
remettait, Iindividuellement en culture dans un milieu contenant du cadmium
certaines ne poussaient plus du tout, Ce phénoméne nous suggére d’'opter
pour la deuxidme des hypothéses de travail présentées ci-dessus.

Comparé au cadmium, le cuivre exerce une grande toxicité a 1'&gard du
systime «~-amylasigue. La synthése de 1'«-amylase c'est montrée particulid-
rement sensible au cuivre (CLT = 0.03 pg Cu/ml) et au cadmium (CLT = 0.13
pe Cd/ml).
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7. 3. Réponge de la crpissance de B.licheniformis, la aynthdse et 1'acti-
vité de |'«—amylase au cadmium et au culvre dans un sol

Ce point n'a pas pu etre &lucidé. Aprés avoir stérilisé le sol Steinhef
avec des deses différeuntes de rayounement pamma en s'est aper¢u que B,Ii-
chenifarmis s, coloaisait difficilement le 6ol stérile (cf. figure 26) et
qu'apr&s quatre jours la bactérie reatait inactive (cf. figures 27 et 2B),
La synth&se de 1I' «-amylase &tait si faible qu'il ne nous a pas été possi-
ble d'étudier 1'effet des métaux lourds sur ce pracessus. Ce comportement
de "dormance" de B.licheniformis 84 n'a pas été modifié aprés avoir ajou-
té, soit an sol stérilisé, seit an s0l caturel, des concentrations creis-
santes de outriment carboné (amiden de 1 & 4 R). De méme des adjonctions
de L-alanine, substance cennue comme agent germinateur des spores, n'a eun
aucune influence aur le métabelisme de la bactérie,

Ces résultats sout surpredants étant donné gque nous aviens cheisi cette
bactérie pour notre étude parce gue -représentante du geunre Bacillus qui
est trés répandu dans les sols et possEde vne aptitude extraordinaire a
coloniser des habitata trds différents (BERGEY 1974, PRIEST 1977). De plus
nos résultata ne aemblemt pas correspondre & ceux obtenus par WEST et al.,
(1985), Ces auteurs ont observé, aprés avoir amendé uo aol antoclavé avec
de 1'extrait de levure, du glucese et du KqHPO,, une meilleure croissance
de B.cereus et de B,thuringieusis. Ils ent aussi démontré que Ia crois-
sance de ces deux esp¥ces &tait totalement inhibée dans des s0ls naturels
ou autoclavés de pH 5.0,

Ainsl il se peurrait qoe la faible creisasuce de B.lichenifermis s, seit
due au pH 1légdrement acide du sol Steinhof. Cependant nos expériences
n'apportent sucun élément nous permettant d'adepter cette hypothése plutot
qu'une antre.

7. 4. Iofluence du cadwmivm et dm cuivre sur Ia croissance des germes
aaprophytes, dea germea amylolyiiques, sur 1a_ synihdse et 1'activité
amylasique dans mm 501 nainrel

Vu les difficultéa d'ebtenir une forte croissance de B.lichenifermis 5; et
une synthdse impertante de sem o«-amylase dans le sol Steinhof irradié, on
s'est décidé d'étndier I'effet dn cadmium et do cuivre sur :

- Ia population des saprophytes aéroblea et sur 1'activité amylasigue du
s0l Steinhef naturel
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- la croissance des saprophytes aérobies, des germes amylolytiques et de
1a synthése amylasique dans le sol Steinhof naturel aprés amendement
avec de l'amidon & 1 X.

Lcs résnltots de cette Eiude gont présentés aux tableaux 42 et 43.

Tableau &2 : Sensibilité au Cd de différenta paramdtres biologiques
étudiés dans le sol Steinhof,

Param2tres biologiques CLT {(pe Cd/g.m.s.)

total soluble
Population des saprophytes aérobies 1000-2500 338-1130
Croissance des saprophytes aérobies 100-1000 5.8-199.4
Croissance des germes zsmylolytiques 100-1000 5.8-199.4
Activité amylasique 100-250 3.6-58
Synthése amylasique
- par des germes sensibles 1-10 0.03-0.39
- par des germes résistants 1000 199.4

Tablesu 43 : Sensibilité an Cu de différents paramdtrea biologiques étu-
diés dans le aol Steinhof.

Param2tres biologiques CLT (pg Cu/g.m.s.}

total soluble
Population des saprophytes aérobies 250-1000 4,9-197
Crolssance des saprophytes aérobies 100-1000 0.16-98.3
Crolssance des germes amylolytiques 10000 6605,2
Activité amvlasique 25-100 <0.06-0.06
Syuthése amylasique
- par des germes sensibles 10100 0.03-0,16

- par des germes résistants 1000 98.1
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On remarque comme pour l'étude en milieu synthétique ligquide une séquence
de texicité différente pour le cadmium et pour le culvre :

€A : synthitse amylasique > activité > croissance des saprophytes aérobiea
= crolssance des germes amylolytiques > population des saprophytes
sérobies

Cu : synthtse amylasique = activité > croissance des saprophytes adrobies
> population des saprophytes aéroblea > croissance des germes amyleo-
1ytiques,

7. 4. 1. Bffer do_cedmium et du_cuivre sur ia populstion, la croissance
des germes saprophytes afrghiea er aur la crolssance dea permes amylolyti-—
quea

La populatioo des saprophytea adrobies est plus sensible au cuivre {197 pp
Cu soluble/g.m.s5.) gqu'au cadmium (1130 pg Cd soluble/g.m.5.}. Elle se
comporte en paramétre bloleogique inintéressant pour teater la toxicité des
métaux leurds pulsqu'll faut apporter aux sela des concentrations énormes
pour qu'elle réagisse A cea dldments.

Cependant, nous avons observé au cours de notre travall, aprds avolr étald
sur boite de Pétri des suspensions de 5ol fortement contaminé soit par le
cadmlum solt par le cuivre, que la diveraité des colonles diminualt mais
que le nombre total des hactéries dtait peu ouw pas 1influencd par les
métaux lourds, Neus n'avona cependant pas cherché 3 falre une analyse
précise de ce phénomdne. Certalns auteurs 1'ont mis en évidence et ont
remarqué que d'une manidre géoérale les bactérles Gram népatives sont plus
tolérantes aux métaux lourds que les Gram positives (BABICH et al.l1%78,
DUXBURY et al1.1982}, Parmi les bactérles Gram positlves le genre Baclllus
s'est montyé trds toléranmt vis & vis des métaux 1lourda (TIMONEY et
al.1978, AUSTIN et al.1977, BABICH et al,1978). De plus cette grande
tolérance au cadmium et au cuivre de la population des saprophyles aéro-
bles n'est pas trds surprenante lorsqu'on cennait la réponse av cadmium de
la croissance de B.lichenifermis &, eo milleu liquide synthétigue. On
observe une diminutlon du taux de croilssance de Ia bsctérie pour de fai-
bles concentratiens de cadmiwm (0,052 pp/ml), Hals lorsqu'‘on ajoute au
miliev de culture des quantités de cadmium ausal élevées que 80 pg Cd/ml
le taux de croissance de B.licheniformis s, devient du meme ordre que
celul obtenu lors de la c¢roilssance bactérienne dans un millieu dépourvu de
cadmium. Nos résultats ont prouvé que ce phénomdne €tait di 2 la aélection
de souches mutantes capables de se développer normalement dans un milieu
fortement contaminé par le cadmium. Ce phénoméne de tolérance au cadmium a
été démontcé pour des bactdries du sal par WILLIAMS et al. (1985). Ces
auteurs ont remarqué en étndiant 58 basctérlea que 7 étalent tolérantes, 1]
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non tolérantes, 9 é&taient stimulées par 5 pg Cd/g.m.&. 29 é&taient mom
tolérantes 4 5 pg Cd/g.m.s. mais exprimaient une grande tolérance pour des
concentrations de cadmium plus élevées que 5 pg/g.m.5. I1s en concluent
que la réponse au cadmium des microorganismes du so0l dépend certainement
d'un mécanisme de protection gqul est opératif pour de grandes concentra-
tions de cadmium alors qu'il ne 1'est pas pour de faibles concentrations
de métal.

Dans notre étude on observe que la population des saprophytes aérobies est
beaucoup plus sensible au cadmium €t au cuivre dans le ol amendé avec 1X
d'amidon que dans le sol nature!, Dans le sol non amendé avec 1% d'amidon
la population des saprophytes aérobies reste constante au couré d'uu mois
d'étude (cf. figures 22 et 24) a 1'exception des sols conteuant 1000
wg/E.m.5, soit de cadmium soit de culvre. Cette inertie provient du fait
que la croissance des germes telluriques est limitée par un manque de
nutriment. En effet aprés avoir ajouté auw &ol de 1'amidon on obaerve uu
développement de 1a microflore des germes saprophyies aérobles et amyloly-
tigques (cf. figures 31, 32, 34 et 35). Notre expérience prouve ainsi que
le cuivre et le cadmium exercent une plus grande toxicité sur des micro-
organismes dont le métabolisme est actif que sur des germes en état d'i-
naction.

Dans cette &tude on ne peut pas préciser lequel des deux paramdtres - la
crolssance des saprophytes aérobles on la croissance des germes amylolyti-
quea - est le plus sensible au cadmium car pour chacun la concentration
limite de toxicité se situe entre 5.8 et 199.4 pg Cd solublefg.m.,s. Afiu
de connaitre lequel) dea deux montre la plus grande seusibilité au cadmium
on aurait di effectuer une série d'expériences avec plusieurs concentra-
tions de métal situdes eutre 5.8 et 199.4 pg Cd secluble/z.m.s.

Pour le cuivre on observe la méme chose. La concentration limite de toxi-
cité pour la crolssance soit des germegs saprophytes aérobies soit des
gexrmea amylolytiquea est aituée dana le domaine de concentrationa allant
de 0.16 & 98.3 pg Cu soluble/g.m.s.

Cependant la croissance des microorganismes é&tudiés parait etre plus
geusible au cuivre qu'au cadmium, Du remarque, de plus, que la croissance
des gaprophytes aérobies est stimulée pour des concentrations inférieures
3 10D pg Cu totalf/g.m.6. ZIBILSKE et al.(1982) observent le méme phénoméne
pour des sols traltés avec respectivement II et 78 pg Cufg.m.s. Dans natre
cas 11 se peut que le aol Steinhof de pH 3.9 préseute uue Iégdre carence
en cuivre pour la creissance des microorganismes,
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7. 4. 2. Infiuence du cadwium et do cuivre sur 1'activité amylasique d'un
501

L'activité amylasique du sol eat trea sensible au cuivre. On observe un
début d'inhibition de 1l'activité pour des concentrations inférieures 2a
0.06 pg Cu solublefg.m.s. Cette sensibilité au cuivre de 1'activité amyla-
sique dans lea sola a audsi été notée par MATHUR et al.(1980) quil abser-
vent une inhibitien de 50 X pour 5 pg Cu soluble/g.m.s. {cuivre extrait
avec OTPA-TEA), L'activité amylasigque dans le sol est moins sensible au
cadmium qu'au cuivre. Le début d'inhibitien de 1'activité a lieu pour une
concentration située entre 3.6 et 58 pg Cd solublefg.m.5.

Les expériences faitee dans le 50l pour tester les concentrationa seit de
Cd spit de Cu causant un début d'inhibition de 1'activité amylasique ne
permettent pas d'estimer 1'effet in situ des nmétaux leurds sur l'activiié
dans le sal. En effet les conditions de mesure de 1'activité impliquent
une dilutien de 1'échantillen de sol d'un facteur 35 (20 ml de tampon plus
10 ml de substrat). La concentration de métal leurd initialement présente
diminue et son effet négatif sur 1'activité enzymatique pourrait etre
ainsl annulé. Il est donc possible qu'en présence de quantités inférieures
2 100 pg Cu total/g.m.8, ou & 250 pg Cd total/g.m.s. 1'activité amylasique
S0it inhibée de maniére réversible. La diminutien de la quantité de métal
gui se trouve en contact avec 1'enzyme permetirait a ceite derniére de
retrouver son activité initiale. Par cootre loreque les métaux lourds se
trouvent en quantité suffiaamment grande ils endemmageront la structure de
1'enzyme de manidre irréversible. Méme aprds dilution des métaux lourds la
structure amylasique ne pourra plus retrouver sa configuratien fonction-
nelle.

7. 4, 3, Influence du cedmivm et du cuivre sur la synthdse amylasique d'un
gol

La synthtse de l'amylase dans le sol Steinhef est beauceup moins sensible
au cuivre que l'activité enzymatique. On ebserve durant la premidre phase
(0=-2 jours) une répression de la synth2se enzymatique entre 0.0} et 0.16
pg Cu saolublefg.m.s. Durant la seconde phase {(2-4 Jours) on remargue une
bicsynthése retardée de 1'amylaae dans le sol contenant 98.3 pg Cu solu-
ble/g.m.5. '

Ces résultats suggdrent que la population amylolytique autechtene sensible
au cuivre est remplacée aprés 48 heures de latence par une population
amylolytique réslstante au cuivre qui sypthétiseralt }'amylase meme en
présence de 98,3 pg Cu goluble/g.m.e.
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La synthése amylasique obtenue durant la troisidme phase (4=7 jours) dans
le sol contenant 98.3 ug Cu soluble/g.m.s. est beaucoup plus élevée que
celle mesurée dans le sol controle durant la premitre phaae de synthése
{0~2 jours). Ce phénoméne pourrait s'expliquer A l'aide de ) hypothdses

= la premidre serait que, par 1'élimination des populations microbiennes
sensibles au cuivre, 1'amidon ajouté an sol resterait disponible pour la
flore résistante 3 ce métal, La disparition de la compétition pour la
source de carbone entre ces deux populations favoriserait ainsi une
bonne croissance des germes amylolytiques résistants. Un plus grand
développement de ces germes amylolytiqueg entrainerait une plus forte
synth2se amylasique. Afin de verifier cette hypoth2se on pourrait, sur
boite de Pétri, observer si la diversité des colonies est la meme dans
le sol témoin que dans les sols contenant du Cu.

~ la seconde seralit gque le cuivre favoriserait Jla sélection de souches
mutantes amylolytiques synthétisant une nouvelle enzyme A activité
apécifique plua élevée.

~ la troisidme serait, que dans les sols, on ait plusjeurs familles d'amy-
lases, synthétisées par des germes microblens différents de sensibilité
différente aux métaux lourds. L'enzyme la plua résistante supplanterait
les autres famillen. La véracité de cette hypoth2se pourrait etre testée
en étudiant 1'effet du cuivre sur des amylases d'origine différente.

Pour le cadmium on observe une réponse de la synth®se amylasique du meme
type que celle obienue avec le culvre.

Durant la premigre phase {(0-2 jours) la biosynth@se amylasique est répri-
mée entre 0.03 et 0.39 ug Cd soluble/g.m.s. Durant la seconde phase (2-4
jours) on observe gue la biosynth2se de 1'amylase dans le sol contenant
199.4 pg Cd soluble/g.m.a. est retardée,

Ces observations suggérent que durant la premi2re phase on a une répres-—
aion de la biosynthdse enzymatique due & 1'inhibition des populations
sensibles ag cadmium, Puis apr2s um retard de 48 heures la population des
germes résistants se développerait et synthétiserait 1‘'amylase. Ces résul-
tata concordent avec ceux que 1'on a obtenu pour B.licheniformis S dans
le milieu synthétique liguide.

Durant la trolsi2me phase {4-7 jours) on observe comme pour le cuivre une
biosyoth2se amylasique en présence de 199.4 g Cd solublefg.m.s. supérieu-
re & celle que 1'on obtient pour le sol témoin durant la premi2re phase.
Celd gsuggére lec mémes trois hypoth2ses que celles que l'on a présentées
ci=-dessus pour le cuivre (voir plus hauyt),.
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La piuva grande synthdse enzymatique observée dans le aol additionné de
0.0} ug Cd solubie/g.m.5. pourrait provenir d'on déséqniiibre du métabo-
lisme microbien que 1'on expliqne par 1l'hypothdse suivante :

- si l'activité amyiasique est inhibée par le cadmium on aura moins de
glucose propduit. Le glucpae est um répresseur catabolique qui régulari-
se la synthdse amylasique. Lorsque sa concentration diminue la répres-
alon est levée et Ia synth¥se amylasique peut s6e fajre. Les gpermes
microbiens synthétizeront l'eazyme jusqn'’a ce que la concentration de
glucose soit snffiaante pour rétablir la régnlation de Ia synthise
enzymatique.

Ces résultata auggdrent gue lorsqu’on ajoute & un soil de 1'amidon ou de
1'amylose la dégradation de ces substrats ae fera avec un certain retard
ponr des concentrations situées entre 0 et 98.) Lg Cu soluble/g.m.5. et
entre 0 et 199.4 pg Cd soluble/pg,m.s. Mals 61 on ajonte au sol des concen-—
trations eupérieurea aoit & 98,3 uwg Cu soloble/g.m.s. soit & 199.4 pg Cd
soluble/g.m.s. il y aura le danger que ia dégradation de 1'amidon ou de
I'amylose ne ae fasse pius ou trés peu et on aura ainsi une accumulation
de la matidre organique,

7. 5. Contribution de potre &tude A& 1'élaboration de ]'Ordommance sur les
polluants du gol

Dans la problématique on s'était fixé le but de contribuer & 1'élaboration
de vaieurs indicatives pour lIe cuivre et pour le cadmium. Ces valeurs
visent & empécher nne accumuiation de ces élémenta dans les sols afin de
préserver leur fertiiité a long terme. Pour réaliser ce projet om vonlait
compparer l'effet duo cadmium et celul du cnivre sur Ja croissance, la
synth&se et 1'activité de 1' w~amylase de B.licheniformis 54 dans un
milieu liguide synthétiqne et dans on milieu eol. Afin d'évaluer ces
résultats on a déterminé les concentrationa pony lesquelies les métaux
lourds causaient un début (CLT), 20. (IC,y,) et 50 X d'inhibition (ICgq)
d’une activitd biologique, Ces valeurs £taient exprimées en teneur totale
et en teneur soluble. La teneur soluble dn métai est une valenr importante
car elle correspond 2 lIa quantité de métal sous forme de ions biolopique-
ment active,

Pour une méme teneur soluble on a'attend & obteoir dans dea milieux liqui-
des de compoaition chimique différente le meme effet sur un paramdtre
biologique donné.
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En revanche, si 1'on compare 1'efFet d'une meéme quantité de métal soluble
dans un millilitre de solution nutritive ou dans un gramme de 501 on peut
s'attendre & observer une réaction plus rapide de 1'activité biclogique
mesurée dans le sol que celle analysée dans le milieu liquide. En effet
dans la solution nutritive la quantité de métal soluble est répartie d'une
manitre homogdne alors que dans le sol cette quantité sera concentrée dans
sa phase aqueuse (pores). Ainsi dans un sol la concentration biologique-
ment active dépendra de 1'impartance du volume des pores.

Dans notre &tude on n'a pas pu choisir les memes paramdtrea biologiques
pour les deux milieux expérimentaux puisque B.licheniformis 54 demeurait
inactif dans le sol Steinhof irradié. On essayera cependant de tirer
quelques conclusions sur les résultats obtenus en comparant:

- 1feffet du cadmium et du cuivre sur la synthése et 1'activité de 1'
x-amylese de B, licheniformis dans le milieu liquide synthétigue et sur
la synthise et 1l'activiié amylasiques issues de populations bactériennes
natives du sol Steinhof.

- la réponse de la populaticn amylolytique avec celle de B.licheniformis
a, poussant sur le milieu WA & 1'amidoen.

Dans les deux milieux expé&rimentaux, 1’activité et la synthdse amylasiques
présentent une plus grande sensibilité au culvre qu'au cadmium.

De plus la concentration limite de toxicité pour 1l'activité enzymatique
est comparable dans les deux milieux, Elle correspond pour 1e culvre &
0.06 g Cu soluble/g.m,s, de sol et & 0.58 pg Co soluble/ml dans le milieu
synthétique liquide. Pour le cadmium la concentration limite de toxicité
pour 1'activité enzymatique est située entre 3.6 et 58 wuwg Cd
soluble/g.m.s. de s0l et de 19 ug Cd soluble/ml dans le milieuw synthétique
liquide.

Concernant la synth2se amylasique il est plus difficile de comparer les
résultats obtenus dans les deux milieux expérimentaux :

- dans le milieu synthétique liquide les concentrationa limites de toxici-
té sont de 0.13 ug Cd total/ml et 0.03 pg Cu total/ml. Elles correspon-
dent A des concentrations qui inhibent la crolssance de la Ssouche
sauvage sensible de B.licheniformis §, soit an cadmium Soit au cuivre.
Or, nous avons vu que lorsqu'on ajoute & la solution nutritive 80 ug Cd
total/ml on sélectionnait des souwches mutanies poussant trda bien dans
le milieu liquide contenant de l‘'amidon comme seule source de carbone.
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Ce résultat eignifie que la aynth2se de l'x-amylase par des souches
résistantes au cadmium n'est pas inhibée pour dea concentrstions infé-
rieures & B0 pg Cd total/ml,

- dans le 60l on observe que les concenirstions limites de toxicité sont
situées entre 0.03 et 0,16 Ug Cu solublefg.m.5, et entre 0.03 et 0.39 ug
Cd eoluble/z.m.6. pour ls synth2se amylaaique dea populations sensibles
801t au culvre s0it su cadmnium. Alors que 51 1'on considire les concen-
trations limites de toxicité de la eynthese amylasique des populations
résistantes soit & 1'un eoit & l'sutre de ces éléments elles sonteoit de
98.3 ug Cu soluble/g.m.5. soit de 199.4 pg Cd soluble/g.n.s.

Le développement des germea amylolytiques de méme que la croissance de
B.licheniformis &5 dans le milieu WA & 1'amidan présentent une plus grande
sensibilité au cadmium qu'au cuivre. La croiseance de la souche sanvape de
B.licheniformis s, £tsit inhibée avec 0,05 ug Cd total/ml alore que le
développement des germea amylolytiques eensiblee étsit perturbé entre 0.03
et 0,39 pug Cd soluble/g.m.s8.

Si 1'on compsre nos résultate avec les valeura indicatives proposées par
1'Ordonnance aur la teéneur en polluanta dsns lea aols gqui sont de 0,03 ug
Cd soluble/g.m.a. et 0.7 g Cu eoluble/g.m.5. on remarque que :

- 0.03 pg Cd soluble/g.m.6. peuvent entrainer une modification de la
population microbienne amylolytique autochtone qui sera remplacée par
une population réaietsnte au cadmium, De plus, la croiesance de certai-
nes souches sensibles au cadmium telle B,licheriformis s, sera inhibée.

- 0,7 ng Cu aolublesg.m.5. est une valenr beaucoup trop élevée., Pour cettle
concentration on observe une inhibition de 1'activité amylasique, une
diminution de la croissance dea aaprophytes aérobles et de celle de
B.licheniformis s, de meme que la eélection de populationa microbiennes
amylolytiques résistantee au culvre,
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8. CORCLUSIORS

De notre étude, on tire les conclusions suivantes:

- la toxicité du cadmium & }'égard de B. licheniformis s'exprime par une
diminution du taux de c¢roissance W et par une augmentation de la phase
de latence précédant sa croissance. La bactérie réagit 2 la toxicité du
cuivre essentiellement par une diminution du taux de croissance

= B. licheniformis s'adapte a la toxicité du cadmium en acquérant une

résistance génétique. Lea mutanta protdgent lea souches sensibles de la

toxicité du cadmium, Ces phénomdnes nous suggfrent deux hypothdses de

travail:

- modification de la perméabilité membranaire du mutant limitant 1'en-
trée du cadmium dans la cellule

-~ par synth2se de substances chélatantes {acides organiques, polysaccha-
rides) les mutants protégeraient les sovuches sensibles en abaissant la
concentration du cadmium actif (libre) du milieu

Avcun phénom2ne de mutation n'a pu €tre mis en évidence pour le cuivre

- an cours de la crolssance bactérienne la concentration soit de cadmium,
g0it de cuivre diminue dans le milieu de culture. Cette diminution des
substances toxiques dans le milieu peut avoir une grande importance
écologique,

- le nombre des saprophytes aérobles et des germes amylolytiques telluri-
ques n'est que trés pew influencé par les métaux lourds étudiés. On
observe, cependant, une diminution du spectre microbien en présence de
1'un ou de 1'autre de ces &léments

- la population totale des germes saprophytes aérobies de meme que la
population des pgermes amylolytigues ne sont pas des paramdtres
biologiques aensibles aux métaux lourds. La sélection de souches
mutantes résistantes aux métaux lourds fait que le nombre de germes
microbiens total n'est influeocé négativement que pour de trés hautes
concentrations de mélaux lourds. Les méthodes utilisfes pour la
détermination du nombre des germea totaux ne permettent pas de mettre en
€évidence 1'effet bactéricide du cuivre et du cadmium sur les souches
sensibles
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- les populations microbiennes phyalologiquement actives eont plus sensi-
bles A& I'action du cadmium et du cuivre que les populations en é&tat
d'inactien

- 1'activité amylaaique eat un paramétre trés aensible aux mftaux leurds.
On observe un effet négatif irréveraible pour dee concentrations de
cuivre solubles inférieures & 0.06 vg/g.m.6. et pour des concentrations
de cadmium solubles situées entre 3.6 et 58 pg/g.m.5. Afin dfestimer lee
effete négatife réversibles exercés aoit par le cadmium, seoit par Ie
cuivre il faudrait meeurer l'activité enzymatique directement dans le
s0l.

- la seynthtse de 1l'amylase dans le sol est un paramitre qui n'est pas trds
sensible aux métaux lourds. Elle est réprimée seulement & partir de 98.3
g Cu soluble/g.m.s. ou de 199.4 pg Cd eoluble/g.m.a. Son étude est
cependant intéressante car sa réponse aux métaux lourds permet de metire
en évidence la présence de pluaieura populations microbiennea :

- dee populations semaibles dont la eynthise de 1'amylase réagit pour de
faibles ceoncentrations de métaux leourds

- des population résiatantea qui, apréa une période de latence, ae déve-
loppeot et synthétiseot I'enzyme.

~ le milien synthétique liquide est un modle, pour l'étude des métaux
lourds, qui s'adapte aseez bien au sol. Dans chacun des deux milieux
expérimentaux on observe une plua grande sensibilité de l'activité et de
la aynthése amylasiquea au cuivre, Concercant la croisaance des germes
microbjens on remarque dens jea deux milieux la sélection de souchea
mutantes résistantes au cadmium.apréa 48 heures.

- les valeurs indicativea propoaées pour le cadmium et pour le cuivre dans
1'0sol sont certainement trop élevéea pour le culvre car pour cette
concentration on risque d'observer une accumulation de la matidre orga-
nique (inhibition du aystime amylasique).
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