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1. PROBLEMATIQUE 

La pollution de la biosphère par les métaux lourds est devenue un problème 

critique et urgent à résoudre. 

Leur présence croissante dans l'environnement provient surtout de l'acti­

vité humaine {PAGE et al., 1979, FURRER et al., 1980). Les principales 

sources anthropogènes d'immission des métaux lourds sont l'industrie (PAGE 

et al., 1979, SCHACHTSCHABEL et al., 1982, FANAKI, 1985), les stations 

d'incinération d'ordures ménagères (BIEDERMAHN et al. 1984), les décharges 

et l'agriculture par l'utilisation d'engrais minéraux, d'engrais organi­

ques tels les composts de gadoues, les boues d'épuration, les lisiers de 

porcs et par remploi de pesticides (STICHER, 1980, FURRER et al., 1983, 

NFP-22, 1984). 

Les métaux lourds sont des substances nocives très dangereuses car elles 

ne sont pas biodégradables. Leur accumulation présente surtout un danger 

pour les sols. 

Les métaux lourds parviennent dans les sols soit par voie directe, adjonc­

tion de substances contaminées par ces éléments, soit par voie indirecte 

via l'atmosphère (BRUNHER et al., 1981). 

Les sources de la pollution de 1'air par les métaux lourds proviennent 

principalement du brûlage des combustibles fossiles, de l'incinération 

d'ordures ménagères, des processus de combustion à haute température de 

matériaux Industriels contenant des métaux lourds (PAGE et al., 1979, 

NORDGREH et al.,1983, FANAKI, 1985) et des véhicules à moteurs 

(STOFEN,1975). Après avoir été relâchés dans l'air, les métaux lourds dit 

atmophiles ou leur oxydes sont transportés et diffusés selon le mouvement 

de l'atmosphère et des conditions météorologiques. Les métaux lourds sont 

ensuite redéposés contribuant ainsi au problème d'accumulation dans les 

sols, les végétaux et les eaux. 
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La toxicité des métaux lourds ne menace pas seulement l'homme, les animaux 

et les plantes (BREMNER, 1974, UEHLEKE, 1984) mais aussi les microorganis-

ntes (CAVALLI, 1946, SINGLETON et al., 1977, GADD et al., 1978, BABICH et 

al..1978, DOELMAN et al., 1979, NUGENT et al., 1979, BECK, 1981, BISCHOFF, 

1982, KÜSTER, 1983, BROOKES et al., 1984, STADELMANN et al., 1984). Ils 

agissent sélectivement sur les germes microbiens entraînant ainsi une 

diminution de leur spectre (JORDAN et al.1975, BABICH et al.1977, DUXBURY, 

1985). 

De plus les métaux lourds inhibent l'activité de nombreuses enzymes du 

sol. SCHINNER et al.(1980) notent une diminution de l'activité de la 

déshydrogénase, de 1'urease, de la xylanase et de la cellulase pour des 

sols traités avec du cuivre. TYLER et al. (1974, 1975) observent une 

inhibition de l'activité de la phosphatase acide, de 1*urease, de l'aray-

lase et de la cellulase dans des sols riches en Cu, Zn, Cd et Ni. BECK 

(1981) remarque une inhibition des proteases 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 même que l'inhibition de leurs activités 

biochimiques peuvent avoir de graves conséquences sur la fertilité des 

sols. Certains auteurs (TYLER, 1973, JORDAN et al.,1975, COUGHTREY et 

al.,1979) observent une accumulation de la litière dans des régions pol­

luées par les métaux lourds (Zn, Cu, Nl, Cd, Pb....). 

Les microorganismes peuvent à un certain degré modifier les formes des 

métaux lourds auxquelles ils sont exposés. Ceci peut se passer par trans­

formation en des formes moins toxiques, immobilisation par ab- ou adsorp­

tion (FRIEDMAN» et al., 1968, DUGAN et al., 1972, NORRIS et al., 1979, 

KUREK et al., 1982, MACASKIE et al., 1985) et mobilisation à partir de 

solutions (COLE, 1979, MCKNIGHT et al., 1979, STERRITT et al. 1980). 

Les microorganismes développent de nombreux mécanismes vis à vis d'une 

accumulation ou d'une présence normale de métal lourd. Ils peuvent modi­

fier leur perméabilité cellulaire réduisant ainsi le passage des métaux 

lourds dans la cellule (KORKEALA, 1979, GADD et al., 1984). Ils peuvent 

synthétiser des protéines liant les métaux lourds (HORITSU et al.. 1980, 

JOHO et al., 1985) ou des substances organiques telles l'acide citrique, 

l'acide oxalique, qui les chélatent (VACZI et al., 1980). A la surface des 

cellules, certains raicroorganismes peuvent précipiter les métaux lourds 

(DOYLE et al., 1980, BEVERIDGE et al..1976, 1981. AIKING et al,, 1982, 

1985) ou les adsorber dans une matrice gélatineuse à polysaccharides 

(GRIFFITHS et al., 1975, MURRAY et al., 1975). 
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Ces mécanismes d'adaptation sont souvent liés à une transformation généti­

que. Beaucoup de Plasmides dans des bactéries soit Gram- soit Gram+ pos­

sèdent des gènes qui déterminent la résistance à certains métaux lourds 

(STERRITT, et al., 1980, SILVER, 1981, TREVORS et al., 1985). 

Parmi les recherches réalisées sur les métaux lourds les auteurs travail­

lent surtout avec des sols naturellement contaminés. Les aspects critica-

bles de ces études sont que les sols utilisés contiennent en général un 

mélange de métaux lourds et que les concentrations de ces éléments sont 

souvent très élevées (JORDAN et al., 1975, BALICKA et al., 1977, BISESSAR 

, 1982. OLSON et al., 1982). De plus, il est pratiquement impossible de 

comparer ces résultats entre eux car les auteurs considèrent la concentra­

tion totale et non la concentration soluble. La concentration totale d'un 

métal lourd correspond à la quantité liée plus ou moins fortement aux 

particules minérales et organiques du sol et à la quantité en solution 

(GUPTA et al., 1980). La toxicité des métaux lourds A l'égard des organis­

mes ne doit pas s'exprimer en fonction de la concentration totale mais en 

fonction de la concentration disponible. Cette quantité correspond à la 

teneur en métaux lourds qui se trouve sous forme de ions ou de complexes 

solubles, La concentration de métal lourd en solution peut être estimée en 

utilisant dans le sol un extractant qui est une solution saline neutre 

telle NaNO3 (GUPTA et al.. 1983). Pour une concentration totale donnée, la 

concentration disponible d'un métal lourd dépend des propriétés des sols 

(pH, CEC : capacité d'échange cationique).Du moment qu'un sol est contami­

né par un élément la concentration disponible définie de ce métal lourd 

devrait entraîner toujours le même effet quantitatif relatif soit positif, 

soit négatif sur un paramètre biologique. 

Dans le but de sauvegarder à long terme la fertilité des sols la Confédé­

ration a préparé un projet d'Ordonnance sur les polluants du sol (Osol) 

qui sera mis en vigueur dès le premier septembre 1986. Cette Ordonnance a 

pour but d'établir pour les sols des normes d'Immission maximales admis­

sibles. Ces valeurs doivent être Inférieures à celles causant un début 

d'inhibition des processus biologiques intervenant dans les cycles biogéo-

chimiques qui se déroulent dans les sols. 
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2. BUTS DU TRAVAIL 

Les buts de notre étude sont : 

- d'établir dans un milieu liquide synthétique les concentrations soit de 

Cd, soit de Cu pour lesquelles le taux de croissance d'une bactérie du 

genre Bacillus, la synthèse et l'activité de son ot-amylase présentent un 

début (CLT), 20 (IC20) et 501 d'inhibition (IC50). Les concentrations de 

métaux lourds seront exprimées soit en teneur totale soit en teneur 

soluble (extraction avec HaHO3 0.1 H). 

Le cuivre et le cadmium sont retenus pour cette étude car le premier est 
un élément essentiel à la vie alors que le second ne l'est pas. Il est 
donc intéressant de comparer leur action sur les paramètres biologiques 
cités plus haut. 

La bactérie choisie appartient au genre Bacillus car ce genre, vu les 

caractéristiques des espèces, est très répandu dans les sols et peut 

coloniser des habitats très différents. On préfère l'étude de 1' w-amy-

lase à d'autres exoenzymes d'importance écologique plus grande car la 

structure, le mode d'action de 1' «-amylase sont bien connus et son 

analyse est relativement simple à effectuer. On opte pour l'étude de 1' 

«-amylase car cette dernière est surtout synthétisée par les microorga­

nismes . 

- de trouver lequel de ces paramètres est le plus sensible, soit au Cd, 
soit au Cu. 

- de déterminer lequel des deux métaux lourds présente la plus grande 

toxicité à l'égard des paramètres biologiques cités plus haut. 

- de voir dans un sol - second milieu expérimental- comment ces paramètres 
biologiques réagissent soit au Cd, soit au Cu. Pour le second milieu 
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 à l'élaboration de normes d'im~ 
mission maximales pour le projet d'Ordonnance sur les polluants du sol 
(Osol). 
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3. MATERIEL ET METHODES 

3. 1. Isolement des souches 

3. 1. 1. Milieux utilisés 

- Gelose nitrate-glucose : 

0.6 e 
0.2 g 
0.05 g 
0.5 g 

o.oi e 
i e 
10 g 
15 g 
1000 ml 

- Bouillon selon Difco : 

Adjonctions possibles : Agar 15 g 

Extrait de terre 10 ml 
KNO3 IX ou 81 

- Gélose glucose + (HH^)3SO4 : 

comme gélose nitrate-glucose, mais 1 g (NHA)2SO4 au lieu de KNO' 

- Bouillon glucose-extrait de levure : 

Extrait de levure 5 g 

Glucose 10 g 

Eau dist. 1000 ml 

Acide lactique ad pH 5.5 

K2HPO4 
KH2PO4 
CaSO4. 2 H2O 
MgSO4. 7 H2O 
FeSO4. 7 H2O 
KNO3 
Glucose 
Agar 
Eau dist. 
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- Milieu peptone-lactose 

Peptone 

Lactose 

Eau dist. 

• Agar peptone-

Peptone 

Amidon 

Eau dlst. 

10 g 

10 g 

1000 ml 

-amidon + rouge 

Extrait de levure 

Bouge neutre 

Agar 

10 g 

20 g 

1000 

5 g 

50 g 

15 g 

ml 

neutre 

3. 1. 2. Réactifs 

- solution violet de cristal 

-.solution au Lugol 

- safranine 

- noir de Soudan 

- réactif d'Ehrlich 

- réactif de Griess I 

- réactif de Griess II 

Ces réactifs ont été préparés selon la description faite par DREWS, 

(1976). 

34 1. 3. Pasteurisation du sol . 

Dans un erlenmcyer de 100 ml stérile, on mélange 4 g de sol, tamisé à 2 mm 

et séché à l'air, avec 20 ml d'eau distillée stérile. Cette suspension de 

sol est pasteurisée à 80 ®C pendant 5 minutes dans un bain-marie. Ce 

traitement décrit par CLAUS (1963) permet de sélectionner des bactéries 

sporulantes a cause de la thcrmorésistance des spores. 
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3, 1. 4. Enrichissement des bactéries. 

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

Les méthodes d'enrichissement décrites par CLAUS (1963) sont réalisées 
comme suit: 

- B. ntegaterium est prototrophe et pousse sur nitrate et glucose comme 

seule source d'azote et de carbone. Son isolement se poursuit comme 

suit: à l'aide d'une baguette coudée on étale sur une gélose de ni­

trate-glucose, 1 ml de suspension de sol pasteurisée. Après une période 

d'incubation de 48 heures à 30 C, B. megaterium forme sur l'agar des 

colonies blanches, rondes et brillantes. 

- B. cereus est anaérobie facultatif. On l'isole comme suit: dans un 
flacon rodé, on introduit 2 ml de solution de sol pasteurisé auxquels on 
ajoute du bouillon contenant du KNO, a IZ jusqu'à ce que le flacon soit 
rempli complètement. On referme ce dernier sans y laisser de bulles 
d'air a l'intérieur. On repique une quantité de culture d'enrichissement 
sur du bouillon gélose. Après incubation de 24 heures à 37 C B. cereus 
forme sur l'agar des colonies blanchâtres de forme Irrégulière. 

- B.licheniformis est une espèce dénitrifiante. Pour obtenir une culture 

enrichie de cette espèce on procède de la même manière que pour B.cereus 
en utilisant un bouillon contenant du KNO-. à 8X et une température 

O d'incubation de 45 C. Après croissance on étale sur une gélose glucosée 
contenant du sulfate d'ammonium quelques gouttes de cette culture dans 

laquelle s'est formé du gaz (N2 et N 2O). Après une incubation de 48 
heures a 37 C B.licheniformis forme sur la gélose des colonies mates, 

blanches dont le pourtour est lobé avec des excroissances lichénifor-
mes. 

- B.cjrculans est une espèce dont la differentiation d'avec les autres 
espèces de Bacillus n'est pas satisfaisante. La procédure d'isolement 
utilisée est identique à celle utilisée pour B.cereus à deux exceptions 
près : la température d'incubation est de 45 C et le pH de la gélose 
contenant l'extrait de terre à IX est ajusté à 6. B. circulans forme sur 
la gélose des colonies blanches et mates avec un contour présentant des 
lobes échancrés. 
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- B. coagulans est une espèce thermophile capable de pousser sur des 

milieux acides. Son isolement se fait comme suit : dans un erlenmeyer de 

100 ml contenant 20 ml de bouillon glucose et de l'extrait de levure de 

pH 5.5 on ajoute 1 ml de suspension de terre pasteurisée. Le bouillon se 

trouble après une incubation de 24 heures à 500C. On prélève 1 ml de ce 

liquide que l'on transfère dans le même milieu en observant les mêmes 

conditions d'incubation que précédemment. On étale quelques gouttes de 

cette culture sur un bouillon gélose comprenant de l'extrait de terre à 

It. Après incubation de 24 heures à 45 C B. coagulans forme sur la 

gélose des colonies blanches, plates et ridées de forme irrégulière. 

- B.polymyxa est anaérobie facultatif produisant par fermentation d'hydra­

tes de carbone du CO2 et des composés acides. Dans des tubes â essai 

contenant 10 ml de milieu de peptone-lactose et une cloche de Durham on 

ajoute 1 ml de suspension de terre pasteurisée. Après incubation de 48 

heures a 30 C on remarque la formation de gaz dans la cloche de Durham 

de certaines éprouvettes. On choisit un tube présentant un fort dégage­

ment gazeux, duquel on prélève quelques gouttes de culture que l'on 

étale sur de l'agar peptone-amidon-rouge neutre. Après incubation de 48 

heures à 300C B.polymyxa forme des colonies blanches sur l'agar. 

3. 1. 5. Conservation des souches. 

Après enrichissement, on effectue pour chaque souche 2 à 3 étalements 

polygonaux successifs sur bouillon gélose contenant de l'extrait de terre 

à IX pour s'assurer de leur pureté. Chacune des souches est ensuite trans­

férée dans des éprouvettes contenant de l'agar incliné additionné d'ex­

trait de terre à IX. Ces souches sont conservées selon plusieurs manières: 

- lyophylisation (NAVEKE et al., 1979) 

- conservation à -200C dans de la glycérine (50X) selon la méthode décrite 

par NAVEKE et al. (1979) 

- conservation des souches à 40C sur du nutrient agar Incliné contenant de 

l'extrait de terre A IX. 
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3. 2. Méthodes de détermination des souches isolées. 

On base l'étude taxonomique des bactéries appartenant au genre Bacillus 

sur l'analyse de trois grands types de caractères : 

3. 2, 1. Les caractères morphologiques, cytologiques et cytochimiques. 

L'examen de ces caractères implique l'emploi de bactéries à l'état frais 

(culture de 24 heures) et se pratique à l'aide d'un microscope photonique. 

Ces observations sont fondées sur les critères suivants : 

- la forme et les dimensions des cellules 

- la motilite des cellules 

- la présence de spores, leur forme et leur position dans le sporange et 

leur aptitude à déformer celui-ci 

- la structure des parois cellulaires est révélée par la coloration de 

Gram selon la procédure décrite par DREWS (1979) 

- la présence d'inclusions de poly-3-hydroxybutyrate, globules cytoplasmi-
ques à caractère lipophile, est mise en évidence par des colorants 
liposolubles. Nous avons employé la méthode au noir de Soudan CDREUS, 
1979). 

3. 2. 1. Les caractères nutritionnels 

3. 2. 2. 1. Utilisation du glucose ou du mannitol 

L'aptitude ou non a fermenter les sucres est un caractère important pour 
la détermination des bactéries. L'utilisation du glucose et l'utilisation 
du mannitol sont testées. Dans des tubes à essai munis d'une cloche de 
Durham, nous répartîssons 8 ml d'un bouillon contenant du bleu de bromo-
thymol (indicateur de pH) avec soit du glucose à 0.5S soit du mannitol à 
0.51. Les milieux sont inoculés avec chacune des souches a tester. Après 
incubation de 7 Jours & température ambiante, on observe les produits 
formés. La présence d'acides organiques est mise en évidence à l'aide de 
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l'indicateur de pH alors que la formation de gaz est détectée avec la 
cloche placée dans l'éprouvette. L'acétoïne, produit neutre, formé durant 
la fermentation 2-3 butane-diol est analysée selon le test de Voges-Pros-
kauer (DBEWS, 1979). 

3» 2, 2. 2. Hydrolyse dea polymères 

- caséine : avec une anse de platine on inocule, en faisant un trait 
diamétral, une gélose au lait avec chacune des souches à tester. Après 
incubation de 7 jours à 300C l'hydrolyse de la caséine se traduit par un 
éclaircissement de I1emulsion au voisinage de la zone d'inoculation le 
long du trait diamétral. 

- amidon : on inocule, de la même manière que pour le test a la caséine, 
une gélose à l'amidon. Après incubation de 7 Jours à 30 C on recouvre la 
surface de l'agar par une solution au Lugol. L'hydrolyse de l'amidon au 
voisinage de la zone de croissance se traduit par la non formation du 
complexe bleu que ce polymère forme avec l'iode. 

3, 2. 3. Les caractères physiologiques 

- tolérance des bactéries, à l'azide de sodium (0.002X), au lysozyme 
(0.001X), au NaCl ¢5 à 7X) : on ensemence, avec chacune des souches, un 
tube de bouillon nutritif (Difco) contenant l'une ou l'autre des subs­
tances citées ci-dessus. Après incubation de 7 jours à 30 C la croissan­
ce est attestée par un trouble dans le milieu. Pour le témoin on effec­
tue un test de croissance sur le même milieu nutritif sans substance 
inhibitrice. 

- croissance anaerobie : la souche à tester est inoculée sur une gélose 

standard 1 (Merck). Les boîtes de Pétri sont mises à incuber dans une 

enceinte dépourvue d'oxygène (procédé Brewer, Gaspak BBL) pendant 7 

Jours à 300C. 

- production d'indole à partir du tryptophane : on inocule un bouillon 
tryptoné avec chacune des souches à tester. Après incubation de 7 jours 
à 370C on ajoute aux cultures 20 gouttes de réactif d'Ehrlich. En pré­
sence d'indole le réactif vire au rouge cerise. 
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- utilisation du citrate de sodium : avec les souches à tester on inocule 

le milieu "Simmons citrate agar" (Difco). Après une incubation de 7 

jours à 30 C l'utilisation du citrate s'accompagne d'une alcalinisaticn 

du milieu (virage du vert au bleu de l'indicateur). 

- croissance sur la gélose de Sabouraud au glucose (Merck). Les milieux 

ensemencés sont incubés pendant 7 Jours à 30 C. 

- désamination de la phenylalanine : on ensemence une gélose à la phenyla­

lanine. Après incubation de 2 jours à 300C on fait couler sur la surface 

de l'agar 4 gouttes de FeCl3 à 10X. Une coloration verte Indique la 

présence de l'acide phénylpyruvique. 

- présence de la catalase ; on ensemence de 1 'AC agar (Difco) incliné. 

Après incubation de 7 Jours & 30 C on introduit dans chaque tube 1 à 2 

ml de solution de H 2O 2 à 3X. Un dégagement gazeux indique la présence de 

catalase. 

- respiration des nitrates et dénitrification : on ensemence un tube de 

culture contenant 6 ml de bouillon nitrate et une cloche de Durham avec 

chaque souche à étudier. Après incubation (7jours à 30 C) on transfère 

dans une éprouvette 1 ml de culture auquel on ajoute 2 gouttes de réac­

tif Grless I puis 2 gouttes de réactif Grless II. Une coloration rouge 

même fugace indique la présence de nitrites. La coloration rouge inter­

vient lorsque la réaction de diazotation entre les nitrites et le réac­

tif a pu avoir lieu. Si le test est négatif on ajoute au mélange précé­

dent une pointe de spatule de zinc métallique. Le zinc réduit les ni­

trates en nitrites qui, en réagissant avec les réactifs Griess I et II, 

donnent une coloration rouge au mélange. Cette coloration indique que 

les nitrates n'ont pas été réduits. Sl la réaction est négative et qu'on 

observe dans la cloche de Durham un dégagement gazeux (N2) on est en 

présence d'un phénomène de dénitrification. Si on ne remarque aucune 

formation de gaz dans la cloche on a alors une nitrammonification. 
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3. 3. Milieu de culture pour la bactérie. 

Les souches de B.llchenlformis et de B.megaterium sont cultivées sur le 
milieu selon White et Adolfi (UA) de composition suivante: 

- Milieu de base (solution 1) 

Na2HPO4 5.51 g 

KH2PO4 2.40 g 
(NH4)3SO4 2 e 

H2O 1000 ml 

- Solution d'éléments (solution 2) 

50 mg 

4 me 

2.8 mg 
60 ml 

- Source de carbone (solution 3) 

glucose à 2.SX ou amidon selon Zukolwsky a 52 

Les trois solutions sont stérilisées séparément pendant 20 minutes à 

120 C. Après refroidissement, on mélange : 

- 78X de solution 1 

- 2X de solution 2 
- 2OX de solution 3 

Le milieu de culture a un pH de 6.6. Les adjonctions possibles â ce milieu 

sont soit du cadmium, soit du cuivre sous forme de sels de chlorure. Les 

solutions de métaux lourds sont stérilisées par filtration (filtre, stéri­

le Acrodisc, 0.2 wn, article no. 4192. GeIman). 

Les conditions de culture sont les suivantes : 1'inoculum est une précul­
ture réalisée dans un erlenmeyer de 500 ml avec chicanes contenant 100 ml 
de milieu UA. Les cultures sont préparées dans les mêmes conditions que 
les précultures avec la même source de carbone. 

HgSO4. 7H2O 

MnCl2. 4H2O 

FeSO4 
H2SO4 0.05N 
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3. 4. Conditions de croissance en milieu synthétique liquide. 

L'étude sur la croissance est effectuée soit en éprouvettes (S ml de 

milieu HA) soit en erlenmeyers de 500 ml (100 ml de milieu WA) sur un 

agitateur (Lab Shaker de type LSR) à 370C et avec 300 RPM. On utilise 

aussi un fermenteur (MBR de type Mini Bioreactor) de volume de travail 1.8 

1. On le remplit avec 1.6 1 de milieu WA. L1 agitation est de 1070 RPM. 

Avec une pompe à aquarium le milieu de culture est aéré avec un débit 

d'air de 75 1/h. La température du milieu est maintenue constante grâce a 

un système de refroidissement comprenant un doigt réfrigérant dans lequel 

circule l'eau du robinet. A l'aide d'un système de régulation automatique 

actionnant soit la pompe à NaOH IN, soit celle à HCl IN, le pH du milieu 

est maintenu stable. 

3. 5. Prise et traitement des échantillons dans le milieu de culture i 

Après ensemencement de la culture on prélève, chaque 2 heures, un échan­

tillon servant aux analyses suivantes : 

3. 5. 1. Mesure de la densité optique i 

On étudie la croissance en suivant le développement de la turbidité de la 

culture bactérienne en cours d'incubation. On mesure, à 436 nm, la densité 

optique de la culture en choisissant l'eau comme référence. La relation 

entre l'extinction à 436 nm et la densité de population des cellules est 

linéaire jusqu'à 0.3. Dépassé ce seuil an dilue la culture avec de l'eau 

distillée 2, 10 et 50 fols selon le degré de la croissance. 
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3. 5. 2, Détermination du poids sec : 

Sur un filtre KETEICEL TM DM-450 (grosseur des pores 0.45 tun, diamètre du 

filtre 47 mm) préalablement rincé avec de l'eau distillée puis séché, on 

fait passer 20 ml de culture. On transfère ensuite le filtre dans un 

flacon pèse-filtre que l'on place dans une étuve à 70 C Jusqu'à l'obten­

tion d'un poids constant. Après refroidissement dans un dessicateur on 

détermine en g/l le poids sec de la culture. 

3. 5. 3. Détermination de la teneur en protéines : 

Four cette analyse on centrifuge, avec une centrifugeuse de table {MSB 

Chilspin), 10 ml de culture à 40C et à 4500 g pendant 30 minutes. On 

conserve le culot bactérien qu'on lave 2 fois avec un tampon phosphate 50 

mM, pH 7. Le culot resuspendu dans 10 ml de tampon est conservé à -200C. 

La teneur en protéines est déterminée selon LOWRY et al. {1951). La BSA 

(Merck) est choisie comme protéine standard. 

3. 5. 4. Détermination de l'activité oc -amylasique i 

Après centrlfugation d'un échantillon (cf. 3. 5. 3) on transvase le surna­
geant de la culture dans une bouteille en plastique de 50 ml que l'on 
conserve à -20 C pour l'analyse enzymatique. 

L'activité de 1* «-amylase est mesurée selon la méthode de FUWA (1954) 
avec quelques légères modifications. Dans un petit tube en plastique on 
pipette; 

- 0.3 ml de tampon acétate 50 mM de pH 6 
- 0.5 ml d'amylose (2 mg de substrat / ml de volume réactionnel) 

- 1.5 ml d'eau distillée 

On laisse reposer pendant 10 minutes à 37 C. 

- 0.1 ml de surnageant 
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On Incube à 37 C pendant 30 minutes. 

- 2 ml de CH3COOH 2.5 M (stoppe la réaction) 

A l'aide d'un petit entonnoir on transvase ce mélange dans un ballon Jaugé 

de SO ml. On lui ajoute approximativement 10 ml d'eau distillée à 370C et 

1 ml de solution au Lugol (mélange de KI 2% et de I 0.2Z). Le mélange est 

ajusté a 20 ml avec le l'eau a 37 C. Après agitation on mesure l'extinc­

tion de la solution à 700 nm contre de l'eau. 

Pour la valeur témoin on procède de la même manière que ci-dessus, en 

utilisant 0.5 ml d'eau distillée à la place du substrat. 

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

quantités d' amy lose allant de 0.6 à 3 mg. On exprime l'activité de 1 ' 

«-amylase en mg d'amylose disparu par ml d'échantillon et par heure. 

3. 5. 5 Analyse des acides aminés : 

Les échantillons sont préparés comme décrit sous 3. 5. 3. 

Les acides aminés sont déterminés par Chromatographie & phase ionique. 

L'alanine et la glycine sont analysés selon la méthode décrite par SPACK-

MAN et al. (1958) alors que la cysteine, la cystine et la methionine selon 

celle de M00RE (1963). 

Avec cette méthode, on ne mesure pas directement la cysteine, la cystine 

et la methionine mais leurs produits d'oxydation qui sont l'acide cystéi-

que et la sulfone de methionine. 
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3. 6. Propriétés du sol i 

3. 6. 1. Provenance 

Steinhof (SO), de coordonnées 619.250/223.650 

3. 6. 2. Propriétés physico-cnittlques j 

Tableau 1 t Propriétés physico-chimiques du sol Steinhof 

X Z X pH CEC P K X X C/N 
argile eilt sable mM/z/ Ufi/g ug/g 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 soluble en K 

z - valence de 

La capacité au champ est de 41. 3X. 

3. 6. 3. Teneur en métaux lourds i 

Les teneurs totales sont données en MS/R.D.S. 

Cd : <0.5 Cr : 10 
Zn : 41 Pb : 13 

Cu : 8.5 Mn : 706 
Ni : 14 Hg : 0.04 
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3. 7. Prélèvement et préparation des échantillons de sol : 

A l'aide d'une pelle carrée on prélève à plusieurs endroits du terrain, du 

sol que l'on récolte dans des cageots en plastique. Au laboratoire on 

écarte, de la terre tamisée à 2 mm, les détritus de végétaux qui s'y 

trouvent. On mélange bien la terre avant de la répartir dans des sacs en 

plastique que l'on dépose dans un réfrigérateur à 4 C. 

3. 7. 1. Détermination du poids sec : 

Dans un plateau métallique préalablement taré on ajoute environ 100 g de 

sol frais que l'on met à sécher a 105 C Jusqu'à poids constant (environ 

une nuit). Après une nouvelle pesée on détermine la teneur en eau du sol 

frais. Par cette analyse on fixe la quantité de sol frais a peser équiva­

lente a 10 g de matière sèche (g.m.s.). 

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

Dans un couvercle de boîte de Pétri on dépose un cylindre en plastique, 

perforé A la base, qui contient 10 g de terre séchée. Avec une pissette on 

remplit le couvercle avec de l'eau distillée. On laisse reposer ce système 

en y rajoutant de temps en temps de l'eau Jusqu'à saturation du sol. Puis 

on détermine la capacité maximale en eau en unité de poids (JAECGI, 1976). 

3. S. Méthodes de stérilisation du sol : 

Dans des bocaux en verre d'un litre on ajoute aux trois quarts de la terre 

fraîche. Après les avoir fermés avec un couvercle métallique on divise ces 

bocaux en trois lots pour les traitements suivants : 
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3. 8. 1. Autoclavage : 

Le sol est stérilisé pendant 30 minutes ä UO 0C dans un autoclavage (FEDE-
GABI, type FNR). 

3. 8. 2. Typdallisatlon : 

Les échantillons de sol sont traités & 100 C pendant 30 minutes. On répète 
ce traitement trois fois à intervalle de 24 heures. 

3. 8. 3, Rayonnement gamma i 

Les échantillons de eoi à Irradier sont amenés avec un lift dans une 
enceinte GAMMA2ELL-220 (Atomic Energy Canada) munie d'une source de Co . 
Pour une intensité de 3 Mrad le sol est exposé pendant 7 heures aux ra­
yons, pour 5 Mrad 10.9 heures, pour 8 Mrad 17.5 heures et pour 12 Mrad 26 
heures. 

3. 9. Determination de la population bactérienne dans le sol : 

Dans un erlenmeyer stérile de 500 ml avec chicanes on pèse une quantité de 
sol frais correspondant à 10 e de matière sèche. On y ajoute une solution 
de dispersion stérile (1.8 g de pyrophosphate de sodium 10 fols hydraté) 
Jusqu'à ce que l'on ait 100 g de mélange sol-liquide. Cette suspen­
sion-dilution à 10"1, est agitée pendant 30 minutes à 175 RPM. A partir de 
cette solution initiale on fait une série de dilutions allant de 10 en 10. 
On détermine le nombre de germes par gramme de matière sèche de sol selon 
les méthodes suivantes : 
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3. 9, 1. Méthode sur boîte de Pétri selon Koch : 

De trois suspensions-dilutions choisies on pipette 0.5 ml que l'on étale , 

avec une baguette coudée, sur boîte de Pétri contenant du Nutrient Agar 

(Difco). Pour chaque dilution on a 4 répétitions. Après une incubation de 

7 Jours à 25 C on compte le nombre de colonies qui se sont développées sur 

l'agar. Les résultats sont donnés en nombre de bactéries par gramme de 

terre sèche. Les bactéries poussant sur ce milieu correspondent aux germes 

bactériens saprophytes aérobies. 

3. 9. 2. Méthode du nombre de germes le plus probable selon Mc Crady 

3. 9. 2. 1. Détermination du nombre total de germes i 

Dans des éprouvettes contenant 5 ml de milieu de culture WA contenant de 

l'amidon , on ajoute 1 ml des 6uspension-dilutions allant de 10~ à 1O-

On a 4 répétitions par suspension-dilution. Après une incubation de 7 

Jours à 25 C on compte, pour chaque suspension-dilution le nombre de 

répétitions présentant une turbidité du milieu de culture. La suspen-

sion-dilution la plus faible ayant les 4 répétitions positives donne le 

premier chiffre (4) d'un nombre caractéristique. Le nombre de répétitions 

positives des 1 suspension-dilutions suivantes donnent les 2 derniers 

chiffres de ce nombre. Avec une table statistique de Mc Crady (POCHON et 

TARDIBUX, 1962) on cherche pour 4 répétitions en fonction du nombre carac­

téristique obtenu, le nombre de germes le plus probable (MNP). Le produit 

de ce nombre par l'inverse de la plus faible dilution pour laquelle tous 

les tubes étaient positifs indique la quantité de germes par gramme de 

matière sèche de sol (NAVEKE et al.1979). 

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

Ce nombre est déterminé comme ci-dessus avec l'exception que l'on n'ob­

serve pas la turbidité de la culture mais la réaction colorée formée par 

le complexe amidon-Lugol (KI->). Une couleur bleue du milieu indique que le 

test est négatif alors que si elle est brune ou jaune le test est positif. 
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3, 10. Détermination de l'activité ot-amylaaique du eoi : 

Cette nouvelle méthode est développée dans le chapitre 7. 

3, U . Analyses du cadmium et du cuivre t 

3. 11. 1. Teneur totale dans un sol i 

Pour la détermination de la teneur totale d'un métal lourd (ML) on fait 

une extraction de sol à chaud avec HNO* 2M pendant 2 heures selon la 

méthode d'ANDERSON (1975). Après filtration de cet extrait (filtre Schlei­

cher & SchUell 602 1/2) on détermine la teneur en métaux lourds avec un 

spectraphotomètre d'absorption atomique (Perkin Elmer 420). 

3, 11. 2. Teneur soluble : 

Pour déterminer la teneur soluble en métaux lourds, on utilise comme 

solvant du nitrate de sodium (NaHO3; 0.1 H ) . Le rapport de poids entre 

l'échantillon de terre et le solvant sera de 1:2.5. 

Les concentrations en ions cuivre et cadmium sont analysées avec une 

électrode de référence AgCl et d'une électrode spécifique au cuivre ou au 

cadmium. Ces électrodes sont calibrées en présence de NO 3
- avec trois 

concentrations de métal (Q.02, 0.2 et 2 H ) . On mesure le potentiel de 

chacune des cellules après addition de petites quantités des solutions 

soit standard avec NO 3
- soit de cuivre ou de cadmium. Cette méthode est 

décrite par MAEUNSKY et al. (1982). Pour de très faibles concentrations 

(quelques ppb) les métaux lourds sont analysés avec un polarographe (PAR 

Modell 384 Polarographie Analyser). 
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4. ENRICHISSEMENT, ISOLEMENT ET DETERMINATION DES SOUCHES ET CHOIX DE LA 

BACTERIE A ETUDIER 

Parmi les bactéries telluriques on a choisi d'étudier une bactérie appar­

tenant au genre Bacillus qui soit amylolytique { oc-amylase), prototrophe 

et de croissance homogène. 

Pour isoler les bactéries sporulantes du genre Bacillus on a tout d'abord 

effectué une pasteurisation. Ce procédé élimine toutes les cellules végé­

tatives et permet aux spores, thermorésistantes, de survivre. La suspen­

sion de terre pasteurisée servira d1inoculum pour les différents milieux 

d'enrichissement. 

Les procédures d'isolement ont été adaptées d'après CLAUS (1963). La 
composition des milieux d'enrichissement est choisie en fonction des 
propriétés biochimiques et physiologiques des souches à rechercher. 
L'isolement peut être soit direct sur boîte de Pétri (B.megaterium) soit 
indirect. Dans ce cas il est précédé d'un enrichissement caractéristique 
pour chaque espèce à rechercher (cf. Matériel et Méthodes). 

4. 1. Résultats 

Les souches obtenues selon ces procédures sont présentées au tableau 

suivant : 
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Tableau 2 t Présentation des souches obtenues après avoir recherché dif­

férentes espèces de Bacillus selon les procédures d'isolement proposées 

par CLAUS (1963). 

Espèce recherchée Souches obtenues 

B.coaeulans 1 à 5 

B.megaterium 6 à 10 

B.polymyxa 11 à 15 

B.licheniformis 16 à 21 

B. cereus 22 à 26 

B.subtilis 276 29 

Ces 29 souches sont ensuite caractérisées (cf. tableau 3) a l'aide de 

tests cytologiques, biochimiques et physiologiques (cf. Matériel et Métho­

des). On obtient ainsi une matrice des des caractères phénotypiques. 

Selon les procédés de la taxonomie numérique les souches isolées sont 

regroupées en fonction de leur ressemblance. Cette taxonomie est basée sur 

les principes d'Adanson (STANIER, DOUDOROFF, 1971). Parmi ces données, 

Adanson émet l'hypothèse que tous les caractères phénotypiques ont la même 

valeur taxonomique. Ce postulat permet d'exprimer numériquement les dis­

tances taxonomiques entre les organismes, en rapport au nombre des carac­

tères différents relativement au nombre total des caractères examinés. 

Le nombre des souches A étudier de même que le nombre des caractères 

discriminants rendent cette approche peu pratique sans l'utilisation d'un 

ordinateur. 

Ce travail est réalisé comme suit : 
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- on transcrit la matrice des données (cf. tableau 3) en une matrice 

binaire (cf. tableau 5). A chaque souche on attribue sa liste de carac­

tères discriminants. En fonction des propriétés des souches on exprime 

ces caractères soit par la variable 0, soit par la variable 1 (tableau 

4). 

Tableau 4 : Attribution de la variable soit 0 soit 1 au caractère discri­

minant. 

Caractère discriminant 1 

Gram 

Spore 

dimension 
forme 

position 

Globules cytoplasmiques 
Fermentation 
glucose 

Acétoïne 

Croissance 

anaerobie 

Sabouraud-glucose 

bouillon plus azlde 

lysozyme 

HaCl à 5 ou 71 

Production d'indole 
NO3" NO2" 

NO3" N2 

Hydrolyse de la caséine 

Hydrolyse de l'amidon 
Désamination de la 

phenylalanine 
Utilisation du citrate 
Catalase 

négatif 

non déformante 

sphérique 

terminale ou 

sub-terminaie 

absence 

positif 

déformante 

allongée 

centrale 

présence 

pas de production production de 

ni de gaz ni d'acide gaz ou d'acide 

absence présence 

négative 

négative 

négative 

négative 

négative 

absence 

positif 
positif 
positive 
positive 

positive 
positive 
positive 

faible ou 
positive 

faible ou 
positive 
faible ou 

positive 
faible ou 

positive 
faible ou 
positive 

présence 
négatif 

négatif 
négative 

négative 

négative 
négative 
négative 
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Tableau S: Matrice binaire. 

Tèxonraie Bacillus 
29 22 1 

Sî«r:EdEfsallKEQCy9rfglêf9]gfD£ioff,ogvoprcrafisa3lriBi)3]yso$el7s{'I5.'itricasfaîidphfd 
ci treats 
<A4(1X,22F1.0) 

1 1111110101111011111011 
2 1111110101111011111011 
3 uiiiioiomioiinioii 
4 minoiomioiiii ioii 
5 1111110101111011111011 
e îo i i i io iooomi io in i i 
7 101UJ 0100011111 Olli U 
S 1011110100011111011101 
9 1011110100011111011111 

io loi i i ioioooi i i i ioi i in 
U DIOODOOODIOIIOOOODOIOI 
12 0100ÜOOOO] OHOOOOOOl 01 
13 D1OO0B0OO1O11OOODDO1O1 
14 D1000D00O]011000000101 
15 0100000001011000000101 
16 1011011111111011111011 
17 îoiooiiiiinioimioii 
16 îouoiiimiiojiinoii 
19 îaiioniiiiioiiiiuoii 
20 1011011111110111111011 
21 ÎOIDOIIIUIIOOIIIIIOU 
22 lOllllODOHlOlllll ïOOl 
23 lOl lUODOll l l l l l l l lGDl 
24 1011110001110111111001 
25 lOll l lODOll lOmil lODl 
26 1011110001110111111001 
27 100000D00OO10001000101 
n oiiioioooiiioiiionooi 
29 1010010101111011111011 
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- A l'aide de la matrice binaire ainsi obtenue (cf. tableau S) l'ordina­

teur calcule la distance pour chaque paire de souches qu'il arrange en 

une matrice des distances. La distance utilisée choisie arbitrairement 

est celle de Soergel et correspond à l'équation suivante: 

a 

a + b + c 

avec a - nombre de caractères positifs pour 2 souches considérées 

b « nombre de caractères positifs pour la souche x et négatifs pour 

la souche y 

c • nombre de caractères négatifs pour la souche x et positifs pour 
la souche y. 

La matrice triangulaire des distances est donnée au tableau 6 

- Le programme regroupe ensuite les distances calculées selon trois critè­
res d'agrégation possibles : le chaînage simple, moyen ou complet. On 
choisit de regrouper les distances selon les 3 critères possibles. On 
obtient ainsi 3 arbres hiérarchiques ou dendogrammes (cf. figures 1, 2, 
3) représentant les souches regroupées d'après leur degré de parenté. 
Parmi les 29 souches isolées on obtient 5 groupes de bactéries et 3 
souches (27 à 29) Isolées. Quelle que soit la stratégie d'agrégation 
utilisée on obtient qualitativement ô peu près le même résultat. On 
remarque cependant que la souche 29 se rapproche de l'espèce B.licheni-
formis par le chaînage simple mais s'en éloigne par les autres chaîna­
ges. 

- Pour identifier ces groupes de souches on considère leurs propriétés 
(cf. tableau 3) que l'on compare avec les groupes d'espèces définis sous 
la forme de tableaux synoptiques dans la Sième édition du " fiergey's 
Manual ". 
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Tableau 6: Matrice t r i a n g u l a i r e des d i s t ances . 

:<»«[ o'OKOwrims 23 
CO« K W DIETA-ICE 7 

IHTMCE DES ClEWCES 

1 

; 
3 
4 

2 
7 
8 
3 

If 
It 
II 

n 
H 
IS 
1« 
17 
IS 
19 
20 
21 
2? 
23 
24 
23 
26 
27 
23 
29 

D-COl 
0.0110 
0,000 
0.000 

O.OOD 
0.300 
0.300 
6.350 
0.300 
0.300 
0,737 
0.737 
0.73? 
0.737 
0.737 
0.200 
0.2» 
0.2O0 

0.2« 
D. 286 
0.3OD 
0.263 
0.211 
0.263 
0.263 
0.263 
0.7BS 
0.3« 
0,167 

O.OOO 
0.000 
0.000 

O.OOO 
0.310 
0.300 
0.3S0 
0.3Ü0 
0.300 
0.737 
0.737 
D.7Î7 
0.737 
0.737 
0.2ÜO 

0.2» 
0.200 
0.2BG 
0.2» 
0.310 
0.263 
0.211 
0.263 
0.263 
1.263 
0.7B3 
0.362 
0.167 

0.000 
0.000 
0.000 
0.300 
0.300 
0.350 
0.3Ot 
0.300 
0.737 
0.737 
0.737 
0.737 
0.737 
0.200 
0.231 
0.200 
0.2BE 
0.2S6 
0.300 
0.263 
0.211 
0.263 
0.263 
0.263 
0.7B9 
0.368 
0.167 

0.000 
O.OOO 
0.300 
0.3Ol 
0.3S0 
0.300 
0.300 
0.737 
0.737 
0.737 
0.737 
0.737 
0.200 
0.250 
0.200 
0.2B6 
0.286 
0.300 
0.263 
0.211 
0.263 
0.263 
0.263 
0.7BS 
D.368 
0.167 

0.000 
D.300 
0.300 
0.350 
0.300 
0.300 
0.737 
0.73? 
0.737 
0.737 
0.737 
0.200 
0.250 
0.200 
0.256 
0.286 
0.3JO 
0.263 
0.211 
0.263 
0.263 
D.263 
0.789 
0.368 
0.1(7 

0.000 
t.000 
0.063 
0.000 
O.OOO 
D.778 
0.778 
0.778 
0.778 
0.778 
0.381 
0.429 
0.381 
0.381 
D.381 
0.476 
0.368 
0.316 
0.368 
0.368 
0.368 
0.683 
0.474 
0.368 

0.000 
0.063 
0.000 
O.OOO 
0.778 
0.778 
0.778 
0.778 
0.778 
8.381 
0.429 
0.381 
0.3SI 
0.381 
0.476 
0.3S8 
(.316 
0.368 
0.368 
0.36B 
0-688 
0.474 
0.368 

0.000 
0.063 
0.063 
0.763 
0.76S 
0.765 
0.765 
0.765 
0.429 
0.476 
1.429 
0.429 
0.429 
0.524 
0.333 
1.278 
0.333 
0.333 
0.333 
0.667 
0.444 
0.421 

O.OOO 
O.OOD 
0.778 
0.778 
0.778 
0.778 
D.778 
0.381 
0.423 
0.381 
0.361 
0.381 
0.476 
D.3SS 
1.316 
0.368 
0.368 
0.3SB 
0.6BS 
0.474 
0.369 

0.000 
0.778 
0.778 
0.778 
0.778 
0.778 
0.381 
0.429 
0.381 
0.3Bl 
0.381 
0.476 
0.368 
0.316 
0.3SB 
0.368 
0.368 
0.683 
0.474 
0.36S 

11 
12 
13 
14 
15 
II 
17 
IB 
13 
20 
21 
22 
23 
24 
23 
26 
27 
29 

0.000 
0.000 
0.000 
O.OOO 
0.000 
0.800 
0.789 
0.000 
0.B57 
0.857 
0.842 
0.833 
0.778 
0.833 
0.833 
0.833 
0.623 
0,733 

0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.800 
0.7B9 
0.800 
0.857 
0.837 
0.842 
0.833 
0.778 
0.833 
0.B33 
0,833 
0.623 
0.733 

0.000 
0.000 
O.OOO 
0.800 
(.7B) 
O.BOO 
0.E37 
0.857 
0.842 
0.833 
0.77B 
0.833 
0.833 
0.833 
0.625 
0.733 

O.IOO 
O.OOO 
0.800 
0.78) 
0.891 
0.B57 
0.857 
0.842 
0.833 
0.77B 
0.833 
0.833 
I.B33 
0.625 
0.733 

0.000 
O.BOO 
0.783 
0.800 
0.857 
0.857 
0.8« 
1.833 
0.778 
0.B33 
0,833 
0.833 
0.625 
0.733 

0.000 
1.056 
0.000 
D. 105 
0.105 
0.111 
0.350 
0.300 
0.350 
0.350 
0.350 
0.789 
0.450 

O.OOO 
0.056 
0.150 
0.158 
0.059 
0.409 
0.350 
0.400 
0.400 
0.400 
0.778 
0.300 

0.000 
O.105 
0.105 
1.111 
0.3« 
0.300 
0.350 
0.350 
0.350 
0.70) 
0.450 

0.000 
0.000 
t . l l l 
0.263 
0.300 
0.263 
0.263 
0.263 
0.78) 
0.36B 

0.000 
D.IU 
0.263 
0.300 
0.263 
0.263 
0.263 
0.789 
0.368 

29 0.763 1.76) 1.765 0.765 0.765 0.167 0.110 0.167 0.263 0.263 

21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
23 
2) 

0.000 
0.368 
0.430 
0.368 
0.3SB 
0.368 
0.765 
0.474 
0.176 

0,000 
0.063 
0.000 
O.OOO 
0.090 
0.730 
0.;» 
0.333 

0,000 
9.063 
0.063 
0.063 
0.765 
0.2)4 
0.278 

0.000 
0.000 
O.OOO 
0.750 
0.250 
0.333 

O.OOO 
O.OOD 
0.750 
0.250 
0.333 

O.OOO 
0.750 
0.230 
0.333 

1.000 
0.800 
0.750 

0.000 
0.444 
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figure 1 : Dendogramme obtenu selon la stratégie d'agrégation du chaînage 
simple (programme Clas, groupe d'étude en méthode quantitative. Université 
de NeuchStel). 

— <M m h h rrn n •«•lûCûœr-^mœoiNCB^iom'œtcr-OîSOï-HMn'riûr-

«o<(n*io(ûeDr*«(n<BO)Mto*to(o<DtDr-<no>eD«wtn*tor-
w -• -H N M S N « N N M W N •-• -* •" w ** ** « 
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figure 2 i Dendogramrae obtenu selon la stratégie d'agrégation du chaînage 
moyen (progrararcme Clas, groupe d'étude en méthode quantitative. Université 

de Neuchatel). 

0.857-

0.812-

0.767-

0.722-

0.677-

0.632-

0.686-

0.541-

0.496-

0.451-

0.406-

0.361-

0.316-

0.271-

0.226-

0.180-

0.13S-

0.030-

0.048-

0.690-1 

n 
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figure 3 Î Dendogramme obtenu selon la stratégie d'agrégation du chaînage 
complet (programme Clas, groupe d'étude en méthode quantitative. Universi­
té de Neuchatel). 

HNm*if lOîcocor*^o>Gïr4CD^-iû<TïeDtDr-oia»a>- 'NCî*uïr 
N — — —i N — N N N N N « N « « M M H *• r 
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Tableau 7 t Proposition d'identification des 29 souches isolées. 

Numéro des Groupes d'espèces définis Identification 

souches isolées dans le "Bergey's Hanual" de l'espèce 

1-5 11-13 B. coagulans 

16-21 1-3 B.licheniforrois 

22-26 4-7 B.cereus 

6-10 4-7 B.negate riunì 

11-15 14-17 B.sphaericus 

27 14-17 

28 - -

29 11-13 

D'une manière générale les procédures d'isolement proposées par ClAUS ont 
permis d'isoler les souches recherchées. On remarque cependant que, pour 
le groupe des souches 11-15 dont l'isolement devait fournir l'espèce 
B.polymyxa. on isole l'espèce B.sphaericus. Les souches obtenues possèdent 
une spore ronde déformante alors que l'espèce B.polymyxa possède une 
spore allongée. De plus ces souches ne produisent pas de gaz ni sur le 
bouillon au glucose, ni sur celui contenant du mannltol, elles ne sont pas 
anaérobles facultatives et n'hydrolysent pas la caséine. 
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Les souches 27 a 29 ne peuvent pas être identifiées avec suffisamment de 

précision, d'autres caractères différentiels devraient être examinés. Pour 

la souche 27 appartenant au groupe d'espèces 14-17 défini par Bergey, la 

fermentation de l'arabinose, du xylose et la décomposition de la tyrosine 

devraient être étudiées. Pour la souche 29 classée parmi le groupe 

d'espèces 11-13 on devrait définir les caractères déjà cités pour la 

souche 27 plus la production de la dihydroxyacétone. La souche 28, dont 

le caractère de la spore déformant la sporange est variable, ne peut pas 

être cataloguée dans un groupe d'espèces. Ces souches non identifiées sont 

laissées en suspens. 

4. 2. Choix de la bactérie a étudier i 

La souche à retenir pour notre étude doit posséder les propriétés suivan­

tes : 

- caractère amylolytique. Le caractère amylolytique des souches, est 

déterminé selon le test de l'hydrolyse de l'amidon (cf. Matériel et 

Méthodes). 

- production d' «-amylase : les souches isolées doivent posséder I1 «-amy­

lase et non la ß-anylase, cette dernière enzyme étant surtout produite 

par les végétaux. 

- prototrophic : ce caractère est essentiel pour notre étude car il permet 

de cultiver les bactéries dans un milieu de culture dépourvu de facteurs 

de croissance tels les acides aminés ou les vitamines. Les groupements 

-NHA, -COOH et -SH qui entrent dans la composition de ces substances 

complexent les métaux lourds (Cu, Cd) diminuant ainsi leur quantité 

soluble dans le milieu nutritif. Ce phénomène peut falsifier les résul­

tats obtenus lorsqu'on expérimente l'effet des métaux lourds sur les 

processus biochimiques régis par les bactéries. Le caractère prototrophe 

des souches est donné dans la Siene édition du "Bergey's Manual. 
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Tableau 8: Activité amylolytique et prototrophic chez les souches isolées. 

Numéro 

des souches 

Espèce Hydrolyse Prototrophic 

de l'amidon (Bergey's Manual) 

1-5 

6-10 

16-21 

22-26 

27 

B.coagulans 

B.meeaterium 

B.lichenifonnis 

B.cereus 

- croissance homogène : l'étude de la synthèse de I1 «-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 être homogène. Les bactéries doivent ni se coller aux parois 

du récipient de croissance, ni former d' agrégats. Ceci empêcherait une 

lecture de la densité optique et favoriserait un échantillouage hétéro­

gène. 

Dans des erlenmeyers de 50 ml, stériles, on ensemence, à l'aide d'une anse 

de platine 15 ml de milieu de culture WA contenant de l'amidon à IZ, avec 

le matériel bactérien (cf. Matériel et Méthodes). On examine 5 souches de 

B.megaterium. 6 souches de B.licheniformis et la souche no.27. Les souches 

appartenant aux espèces B.coagulans. B.cereus n'ont pas été testées ici 

car elles ne sont pas prototrophes, 

Après incubation sur agitateur durant 24 heures à 30 C à 170 RPH, on 

observe la croissance des souches : 
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Tableau 9 t Test de le croissance homogène de certaines souches isolées, 

Espèce No. de la souche 

isolée 

Homogénéité de la 

croissance 

B.meKaterlum 

B.licheniformis 

non définie 

6 
7 
8 
9 
10 

16 
17 
18 
19 
20 
21 

27 

Parmi les souches expérimentées seules les souches no.8, 9 et 27 forment 

au cours de leur croissance des dépôts sous la forme de petits grains 

blance. 

Des souches possédant tous les caractères requis on élimine celles appar­

tenant à 1'espèce B.meeaterium car elles produisent la ß-amylase et on 

choisit arbitrairement la souche no. 19 appartenant & l'espèce B.ljcheni-

formis. Cette souche sera désignée dans la suite de notre travail par 

B.lichenlformis s^. 
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5. ETUDE EH HILIEU SYNTHETIQUE LIQUIDE 

Avec la bactérie amylolytique B. licheniformis isolée précédemment à 

partir d'un sol peu contaminé en métaux lourds (bactérie non adaptée au 

polluant), on réalise la première partie du travail qui est l'étude dans 

un milieu synthétique liquide. 

Cette recherche a pour buts : 

- d'estimer l'effet soit du cadmium soit du cuivre sur la croissance de 

B.licheniformis s*, la synthèse et l'activité de son «-amylase. 

- de déterminer de ces paramètres lequel présente la plus grande sensibi­

lité à ces éléments . 

5. 1. Croissance bactérienne r 

Avant d'étudier l'effet du cadmium ou du cuivre sur la croissance bacté­

rienne on définit et choisit, dans un milieu de culture dépourvu de métal, 

les paramètres de croissance. On recherche ensuite la temperare optimale à 

laquelle se développe B. licheniformis puis l'influence de deux sources de 

carbone (glucose, amidon) sur la croissance bactérienne. 

5. 1. 1. Etude des paramètres de croissance : 

Dans un erlenmeyer de 500 ml contenant 95 ml de milieu de culture on 

ajoute 5 ml de préculture de B.licheniformis s^ (Matériel et Héthodes). La 

culture est agitée avec soin à 300 RPM à 370C. 

En fonction du temps d'incubation on suit le développement de la culture 

en mesurant sa densité optique à 436 nm (DOiit). 
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On distingue sur la courbe de croissance (et. figure A) trois phases : 

- la phase de latence (I) qui représente l'intervalle de temps entre 
1'inoculum et l'intersection entre la droite prolongée exprimant le taux 
de croissance et la droite partant de 1"inoculum parallèlement à l'axe 
des X. La durée de la phase de latence dépend de l'âge de !'inoculum et 
de la différence entre la composition du milieu de la préculture et 
celle du milieu de culture. Avant de pousser les bactéries s'adaptent à 
ces nouvelles conditions et synthétisent les enzymes nécessaires à leur 
développement. La phase de latence est exprimée en heures (h). 

- La phase exponentielle (II). Cette phase est caractérisée par un taux de 

croissance constant (u.). Il est exprimé, dans le modèle de croissance 

classique, selon la relation x - x Q.e
u t. 

avec X0 « biomasse de 1'inoculum exprimée en D.O. 
x * biomasse au temps t 
t - temps après l'inoculation 

La relation linéaire est donnée par lnx - lnxQ + ut. En calculant les 
paramètres de la droite on obtient M- qui représente la pente de cette 
droite et lnx_ la concentration de la biomasse dans !'inoculum. Le taux 
de croissance exponentiel est spécifique à chaque espèce bactérienne et 
dépend des conditions expérimentales. 

- la phase stationnaire (III), Durant cette phase, la croissance bacté­
rienne s'arrête. Cet arrêt de croissance peut être dû soit à un épuise­
ment du substrat, soit à la production de metabolites toxiques pour les 
bactéries. Le rendement Y de la culture peut être exprimé, à un moment 
de la croissance quand u - U^10X-, par l'expression suivante : 

x - x 0 

ï -
S0 - s 

avec : x - biomasse au temps de la mesure 
x - biomasse de 1'Inoculum ou biomasse obtenue lors de la mesure 

antérieure 
s - concentration du substrat dans le milieu non inoculé, ou 

présente lors de la mesure antérieure 
s o concentration du substrat dans la culture au temps t. 
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figure h : Croissance de B.licheniformis en milieu liquide synthétique non 
renouvelé. 

DO 436 

0.1 O= 

fi= taux de croissance 

I phase de latence 
Il phase exponentielle 

phase stationnaire 

O 4 12 20 
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Des trois paramètres de croissance cités plus haut nous étudions la durée 

de la phase de latence et le taux de croissance. 

5. 1. 1. 1. Influence de la température sur les paramètres de croissance: 

L' objet de cette expérience est de trouver la température de croissance 

optimale pour B. licheniformis. 

On fait un premier test qualitatif pour déterminer, approximativement, le 

domaine des températures pour lequel B.licheniformis s> montre une crois­

sance optimale. 

Dans des éprouvettes on ensemence le milieu nutritif WA à l'amidon avec 

quelques gouttes d'une préculture de B.licheniformis s^ à 370C (Matériel 

et Méthodes). Les éprouvettes sont placées dans des étuves à air. Au cours 

de la période d'incubation on observe plusieurs fois par jour la turbidité 

des cultures. 

Les résultats sont donnés au tableau suivant : 

Tableau 10 : Influence de la température sur la croissance de &.licheni­

formis S 4 dans le milieu de culture WA contenant de l'amidon a IX (test 

qualitatif avec incubation des tubes dans un incubateur A air). 

Température Phase de latence • Turbidité de la culture 
0C (h> 

10 longue nulle 

20 longue faible 

25 longue faible 

30 moyenne faible 

35 moyenne forte 

37 courte forte 

40 courte forte 

50 courte faible 
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A 10 C, B. licheniformis s. ne croît pas, même après 80 heures de mise en 
culture. Ce résultat concorde avec celui donné dans le "Bergey's Manual" 
indiquant que la température minimale de croissance est de 15 C. Entre 25 
et 370C on remarque une diminution de la phase de latence. Pour 37; 40 et 
50 C on observe une courte phase de latence. La température optimale pour 
la croissance de B. licheniformis s< n'est pas exactement établie. Elle se 
trouve au voisinage de 37 C a 40 C. On observe à ces températures l'appa­
rition d'une pigmentation rouge, apparaissant en fin de phase stationnai-
re. A 50 C, la croissance de B. licheniformis s^ débute rapidement mais la 
turbidité de la culture reste faible même après 3 jours d'incubation. La 
longueur de la phase de latence peut être influencée par la température de 
1'inoculum qui est à 370C. Les nouvelles cultures sont incubées à des 
températures différentes se situant entre 10 et 500C. Il est possible 
qu'au départ le système enzymatique présent dans la préculture ne soit pas 
approprié à ces températures et la bactérie devra synthétiser de nouveaux 
systèmes enzymatiques. 

Pour choisir la température à laquelle nous allons poursuivre nos essais 

sur les métaux lourds, on teste en fementeur la croissance de B. licheni­

formis S^ sur le milieu UA contenant de l'amidon à IX. 

Les conditions de culture sont mentionnées sous le point 3.4. (cf. Maté­
riel et Méthodes). On choisit d'expérimenter trois températures : 25, 37 
et 500C. La première est celle qui se rapproche le plus des températures 
que nos sols peuvent atteindre durant les mois d'été. 370C reflète la 
température optimale de croissance pour B. 1 lcheniformis s^ et 50 C est 
considérée comme la température optimale pour la synthèse de 1' «-amylase 
(SAITO1 1973). La température de la préculture utilisée est de 370C. 

Les résultats sont mentionnés au tableau suivant : 

Tableau 11 : Effet de la température sur les paramètres de croissance de 

B.1lcheniformis SA poussant sur le milieu VA contenant de l'amidon à IX. 

Température Phase de latence Taux de croissance 
0C h h'1 

25 36 ? 
37 5 0.48 
50 6 0.33 
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Après 36 heures on a renoncé à poursuivre l'expérience à 25 C étant donné 

la longueur de la phase de latence. De telles conditions rendraient une 

expérimentation avec les métaux lourds beaucoup trop longue. Cependant si, 

la préculture utilisée avait été incubée à 250C on aurait peut-être obser­

vé une phase de latence plus courte. Il est possible que les enzymes 

synthétisées à 37 C dans la préculture ne soient pas appropriées pour une 

croissance à 2S0C. Des deux autres températures, on choisit de travailler 

à 370C qui est la température la plus basse se rapprochant des conditions 

naturelles, 

5. 1. 1. 2. Influence de la source de carbone sur les paramètres de crois­

sance : 

Cette expérience est réalisée en erlenmeyer de 500 ni avec le milieu WA 
contenant soit du glucose & 0.5X soit de l'amidon à IZ (cf. Matériel et 
Méthodes). L'inoculum est une préculture préparée dans les mêmes condi­
tions que la culture avec la même source de carbone. La température d'in­
cubation est de 370C. 

L'effet de la source de carbone sur la phase de latence et sur le taux de 

croissance est présenté ci-dessous : 

Tableau 1¾ t Influence du substrat carboné sur les paramètres de croissan­
ce de B.licheniformis S 4 poussant sur le milieu WA (expérience en erlen-
meyere de 500 ml dans un milieu de culture non renouvelé), 

Substrat Phase de latence Taux de croissance 

h h"1 

glucose à 0.5Z 6.00 0.43 
amidon & 1% 5.40 0.37 
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5. 2. Influence du cadmium sur la croissance 

Dans un milieu liquide synthétique simple, on étudie à 370C, température 

proche de l'optimal pour B. licheniformis. l'effet dû cadmium sur la 

croissance de cette bactérie prototrophe. 

Cette étude a pour objets : 

- de déterminer l'effet de cet élément sur les paramètres de la croissance 

bactérienne (phase de latence, taux de croissance) 

- d'établir les concentrations de cadmium pour lesquelles on observe un 

début (CLT), 2OZ (IC20) et 5OZ (IC50) d'inhibition du taux de croissan­

ce. 

- de voir si la croissance bactérienne a une influence sur la teneur en 

cadmium soluble du milieu de croissance, 

Afin de différencier l'effet des métaux lourds sur la croissance bacté­

rienne et sur la synthèse de 1 ' «-amylase on utilise comme source de 

carbone pour le milieu de nutritif de base soit du glucose à O.SZ soit de 

l'amidon à IZ. La différence entre les 2 substrats est que le.glucose peut 

être tout de suite métabolisé par B.licheniformis 61 alors que l'amidon 

doit être tout d'abord hydrolyse. La bactérie doit synthétiser une exoen-

zyme, 1 ' «-amylase pour -l'hydrolyse de l'amidon. Les produits de cette 

hydrolyse sont transportés dans la cellule puis sont metabolises. 

Pour connaître dans quel domaine de concentrations les expériences sur les 
métaux lourds doivent être entreprises, on réalise en éprouvettes une 
première approche. 

Dans des tubes à essai contenant le milieu WA au glucose ou à l'amidon on 
ajoute des concentrations croissantes de cadmium (cf.Matériel et Métho­
des) . Les concentrations finales du cadmium dans le milieu de croissance 
vont de 1.22 à 10000 ug/ml (cf. tableau 13). 

Au cours de la période d'incubation A 370C, on observe l'apparition d'une 
turbidité dans le milieu de croissance. 

Les résultats de cette expérience sont donnés au tableau 13. 
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Tableau 13 i Influence du cadmium sur la croissance de B licheniformis Ey4 
poussant sur le milieu WA contenant comme source de carbone soit du glu­
cose à 0.5X (G) soit de l'amidon à IX (A). 

Cadmium Durée d'incubation 
ug/ml Jour 

0 1 2 3 4 

A G A G A G A G A G 

10000 
5000 
2S00 
1250 
625 
312.5 
156.25 
78.13 
39.06 
19.53 
9.77 
4.88 
2.44 
1.22 
0 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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-
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+ 

+ 

+ 

+ 

-
-
-
-
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

* • 

+ 

+ 

• + 

+ 

+ 

+ croissance 

- pas de croissance 

La croissance de B. licheniformis S 4 avec le glucose n'est pas inhibée 
pour des concentrations de Cd inférieures ou égale à 4.88 Pe/ml. Pour le 
domaine de concentrations situé entre 4.88 et 625 ug/ml la croissance est 
retardée d'environ 48 heures comparée avec celle qui se déroule dans le 
milieu 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/nl de Cd. 
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Sur le milieu WA à l'amidon B.licheniformis s« pousse en présence de 

cadmium Jusqu'à une concentration située entre 4.88 et 9.77 ug/ml. Au-delà 

de cette concentration la croissance est totalement inhibée même après 4 

jours de mise en culture. 

Avec cette expérimentation en éprouvettes on remarque que la croissance 

bactérienne avec l'amidon est plus sensible au cadmium que celle qui a 

lieu avec le glucose. En effet sur le milieu WA la croissance de B.liche­

niformis est inhibée entre 4.88 et 9.7 iig Cd/ml lorsque la source de 

carbone est de l'amidon alors que l'arrêt de croissance se situe entre 625 

et 1250 Ug Cd/ml lorsque la source de carbone est du glucose. 

5. 2. 1. Influence du cadmium sur les pararnetrès de croissance : 

L'expérience précédente a démontré que le cadmium perturbe la croissance 

sans pouvoir préciser sur quel paramètre il agit. Dans cette expérience 

nous voulons préciser ce fait, 

Dans des erlenmeyers de 500 ml avec chicanes contenant le milieu UA soit 

au glucose soit à l'amidon on ajoute des solutions de Cd de façon à obte­

nir les concentrations finales présentées aux tableaux' 14 et 15 et aux 

figures 5 et 6. 

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

point 3. 4. (cf. Matériel et Méthodes). La température de croissance est 

de 370C. Des concentrations de Cd supérieures à 80 Mg/ml ne peuvent pas 

être expérimentées ici car on atteint la limite de solubilité du métal. Or 

la présence de précipité empêche la lecture de la densité optique de la 

culture et de plus la concentration active du métal ne correspondra plus à 

la concentration totale. La prise des échantillons 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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Tableau 14 : Effet du cadmium sur les paramètres de croissance de B^ 

licheniforais S 4 poussant sur le milieu liquide UA additionné de glucose A 

0.5%. 

Cadmium Phase de latence Taux de croissance 
..-1 * M£/ml h 

0 

0.1 
0.2 

0.4 

0.8 

8.0 

40 

80 

6.0 

6.0 
6.0 

12.0 

12.0 

28.0 

24.0 

25.3 

0.43 

0.36 
0.39 

0.14 
0.14 

0.30 

0.33 

0.36 

100 

83.72 
90.7 

32.6 

32.6 

69.8 

76,7 

83.7 

Tableau IS 1 Effet du cadmium sur les paramètres de croissance de B. 

licheniforais Si poussant sur le milieu WA additionné d'amidon à IZ. 

Cadmium Phase de latence Taux de croissance 

ne/ml h h"1 X 

0 
0.2 
0.5 

1 

2 

5 
10 

15 
20 

30 

50 

80 

5.30 
5.30 

5.36 

5.45 
6.00 

8.00 
10.00 

17.00 
29.00 

-
-
40.00 

0.37 
0.38 
0.36 

0.25 
0.23 

0.23 
0.19 

0.16 
0.20 

0.11 
0.29 

0.27 

100 
103 
97.3 

67.6 
62.2 

62.2 
51.4 

43.2 
54 

29.7 
78.4 

73 
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figure 5 : Influence du cadmium sur la croissance de B.Iichenifonnis s^ 

poussant dans le milieu liquide WA au glucose (0.5S). 
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figure 6 : Influence du cadmium sur la croissance de B.licheniformis S4 

poussant dans le milieu liquide VA & l'amidon (IZ). 
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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 milieu 

au glucose {cf. figure 7) et entre 5 et 80 ug/ml pour le milieu à l'amidon 

(cf. figure 8 ) . Ce prolongement de la phase latence dû au Cd a déjà été 

mis en évidence par de nombreux auteurs pour d'autres genres bactériens 

(MITRA et al., 1975 ; BALDRY et al.,1977 ; PICKETT et DEAN, 1979). 

Le taux de croissance u de B. licheniformis S^ diminue entre 0.1 et 0.8 

ne/ml sur le milieu WA au glucose et entre 0.5 et 15 ug/ml sur le milieu à 

l'amidon. Entre 8 et 80 ug Cd/ml dans le milieu au glucose et entre 20 et 

80 Wg Cd/ml dans le milieu à l'amidon u augmente. A 80 ug Cd/ml u. est du 

même ordre de grandeur que celui obtenu lors de la croissance de la bacté­

rie dans le milieu de culture dépourvu de Cd avec le glucose (cf. figure 

5) et avec l'amidon (cf. figure 6 ) . 

Dès 5 ug Cd/ml la croissance bactérienne sur le milieu UA contenant de 

l'amidon présente un phénomène de croissance biphasique aussi observé sur 

le milieu glucose dès 10 ug/ml de métal. On suppose que cette particulari­

té est due au développement d'un mutant résistant au cadmium. Cette nou­

velle population supplanterait la population initiale phénotypiquement non 

résistante à cet élément. A ce propos on a mis au point un modèle mathéma­

tique exprimant l'apparition des souches mutantes dans des cultures conte­

nant des concentrations croissantes de Cd. 

Ce modèle est exprimé par l'équation suivante : 

y « x0
s.e-V + n0

n.e-V 

avec x 0
s - biomasse de la population initiale de la souche sauvage 

x 0
m = biomasse de la population Initiale de la souche mutante 

U 8 - taux-de croissance de la souche sauvage 

U n = taux de croissance de la souche mutante 

On attribue au mutant un taux de croissance, u_, constant et au sauvage un 

taux de croissance, u.fi, qui varie avec la concentration du cadmium. On 

pose que la fréquence de mutation correspond à 10 tx
0™ ** 10 . X

0
S ) -

La représentation de ce modèle se trouve à la figure 9. Les courbes calcu­

lées, en faisant varier u. en fonction de différentes concentrations de 

cadmium, correspondent assez bien à celles obtenues expérimentalement. 
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Les résultats de cette étude montrent que la croissance intrinsèque de B-. 

licheniformis S 4 est plus sensible au cadmium que le système ot-amylasi-

que de cette bactérie ce qui est contraire aux observations faites en 

éprouvettes. Vu que les rapports entre le volume de 1'inoculum et celui du 

milieu de culture sont différents en erlenmeyer et en éprouvette il se 

peut que la fréquence des souches mutantes soit différente dans les deux 

systèmes 

5. 2. 1. 1. Détermination de CLT. IC 3 0 et IC50. 

Pour mieux définir les limites de toxicité du cadmium pour la croissance 
de B. licheniformis S^ et la synthèse de 1' a-araylase on définit trois 
paranetrès : 

- CLT qui représente la concentration limite de toxicité d'un métal lourd 

vis a vis d'un paramètre biologique. C'est la concentration d'élément 

toxique la plus élevée pour laquelle on a une activité biologique de 

100S DU un pourcentage d'inhibition de 0. Les 100X d'activité correspon­

dent a la valeur absolue de l'activité étudiée sans métal lourd. Dépassé 

la valeur de CLT on observe un début d'inhibition de l'activité biologi­

que. 

- ICjQ et Ic5o correspondent aux concentrations de métaux lourds pour 

lesquelles on a respectivement 20 et 50Z d'inhibition du taux de crois­

sance. 

Pour déterminer ces valeurs une série d'expériences de croissance est 
effectuée. Dans des erlenmeyers de 500 ml avec chicanes contenant le 
milieu HA et comme source de carbone soit du glucose soit de l'amidon on 
ajoute des solutions de Cd. 

Le modèle d'expérience et les conditions de croissance sont décrits sous 

le point 3. 4. {cf. Matériel et Méthodes). 

Pour chaque source de carbone les concentrations de Cd sont données aux 

figures 10 et 11. 
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figure 7 : Effet du cadmium sur la phase de latence (h) de la croissance 

de B.licheniformis S^ dans le nilieu liquide WA au glucose (0.5t). 
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figure 8 : Influence du cadmium sur la phase de latence de la croissance 

de B.lichenifonnis S^ dans le milieu liquide WA a l'amidon (1%). 
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-109 

figure 9 : Apparition de souches mutantes dans des cultures bactériennes 
contenant des concentrations croissantes de cadmium {représentation gra­
phique d'après un modèle mathématique. SS 
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La relation entre le taux de croissance bactérien et la concentration de 

cadmium dans le milieu de culture HA est présentée aux figures 10 et 11. 

Il s'agit ici du taux de croissance de la souche sensible au cadmium. Le 

taux de croissance est exprimé en valeur relative (X) de celui obtenu dans 

les mêmes conditions expérimentales en absence de métaux lourds. 

Les valeurs CLT, IC20 et IC50 sont déterminées mathématiquement. On calcu­
le, pour les concentrations de Cd et les taux de croissance eorvosimn-
dants, les paramètres a et b de la droite de régression y - ax + b. Puis y 
est remplacé dans l'équation de la droite par 100, 80 et 50 pour obtenir 
les valeurs x correspondant respectivement Ô CLT, ICJQ et ICc0. 

5. 2. 2. Influence de la croissance de B. licheniformis s^ sur la teneur 

du milieu en cadmium soluble. 

Cette expérience a pour but de suivre l'évolution du cadmium soluble au 

cours du développement bactérien dans le milieu nutritif UA contenant soit 

de l'amidon à IX soit du glucose à 0.5X. Cet essai présente un aspect 

écologique intéressant: si B. licheniformis modifie la teneur solubie en 

cadmium du milieu environnant il peut influencer la toxicité de ce métal a 

l'égard des espèces microbiennes qui l'entourent. 

Dans des erlenmeyers de 500 ml avec chicanes contenant le milieu UA et 
soit de l'amidon à U 1 soit du glucose à 0.5X on ajoute soit 0.7 soit 0.2 
L-Lg de Cd/ml (concentration finale). Ces quantités représentent les concen­
trations de métal pour lesquelles on a une inhibition du taux de croissan­
ce proche de 20X. 

Ces concentrations sont choisies a la place de celles correspondant aux 

concentrations limites de toxicité (CLT). Ces dernières, qui se trouvent à 

la limite de la sensibilité de la mesure du polarographe, ne peuvent pas 

être mesurées avec exactitude. Des concentrations plus élevées ne sont pas 

choisies car elles peuvent induire la croissance d'une nouvelle population 

bactérienne adaptée au cadmium. 

Les milieux sont inoculés avec 5 ml de préculture et agités à 37 C a 300 

RPM (cf. Matériel et Méthodes). 
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figure 10 : Influence du cadmium sur le taux de croissance de B.licheni-

formi s SA poussant dans le milieu liquide WA au glucose (0.52). 
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Le taux de croissance est exprimé en 
valeur relative. 10 0% correspondent au 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-

foraiis SA poussant dans le milieu liquide HA à l'amidon (IX). 
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1) Le taux de croissance est exprimé en 
valeur relative. 100% correspondent au taux 
de croissance de la bactérie pouasant dans le 
milieu sans Cd. 
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Plusieurs fois au cours de la croissance de B. licheniforrais s^ on retire 
un erlenmeyer de l'agitateur. On fait une mesure de la densité" optique, on 
détermine la matière sèche puis on centrifuge le reste de la culture à 4 C 
à 4500 g pendant 20 minutes. Le surnageant est conservé à 40C dans un 
flacon en plastique de 100 ml pour l'analyse du cadmium soluble (cf. 
Matériel et Méthodes). 

Pour les valeurs témoins on analyse le cadmium soluble dans le milieu de 
culture contenant soit de l'amidon soit du glucose sans inoculum. 

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

Tableau 16 J Influence de la croissance de B. licheniformis Si sur la 
teneur en cadmium soluble dans le milieu de culture VA additionné d'amidon 
a IX après adjonction de 700 ne Cd/ml de milieu. 

Matière sèche Cd soluble 
mg/ml ng/ml '* 

0.09 
0.26 
0.416 
0.794 
1.495 

' 100X correspondent à la quantité de Cd ajouté dans le milieu de culture 
avant l'inoculation de B. 1icheniformis s*. 

L'analyse du cadmium soluble faite dans le milieu HA dépourvu de bactéries 
a révélé que le milieu à l'amidon liait la même quantité de cadmium que 
celui au glucose, environ 3X. 

La croissance de B.licheniformis. soit sur le glucose, soit sur l'amidon 
cause une diminution de la teneur soluble en cadmium du milieu de culture. 
Les cellules poussant sur le glucose semblent prélever plus de cadmium 
dans le milieu de culture que celles croissant sur l'amidon. 

Du point de vue écologique ce phénomène est très Intéressant car en préle­
vant le cadmium du milieu B. licheniformis peut protéger d'autres espèces 
microbiennes sensibles & cet élément. 

502 

569 

405 
505 

233 

72 

61 

58 
72 

33 
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Tableau 17 I Influence de la croissance de B.licheniformls s^ sur la 

teneur en cadmium soluble dans le milieu de culture WA contenant du glu­

cose & 0.5X, après adjonction de 200 ng Cd/ml de milieu de culture. 

Matière s è c h e C d soluble 1^X 

me/ml ng/ml 

0.046 

0.068 

0.118 

0.193 

0.368 

0.460 

104.8 
119.5 
101.4 
81.1 
74.4 
92.8 

52.4 
59.8 
50.7 
40.6 
37.2 
46.4 

" 100 Z correspondent & la quantité' de cadmium ajouté dans le milieu de 

culture avant l'Inoculation de B. licheniformis. 

5. 2. 3. Isolement de souches résistantes au cadmium 

Au paragraphe 5. 2. 1. nous observons que B.licheniformis s^, en présence 

de 80 ne/ml de Cd, pousse avec un taux de croissance semblable a celui 

obtenu lors de la croissance dans un milieu dépourvu de métal lourd. Ce 

résultat obtenu après une longue phase de latence et indépendemment de la 

source de carbone (cf. tableaux 14 et 15) indique que la bactérie s'"adap-

te" à la toxicité du Cd. 

Afin d'expliquer cette adaptation nous nous proposons d'isoler d 'une 

population sauvage de B.licheniformis S^ poussant avec du Cd, des souches 

résistantes à ce métal. 

Dans des erlenmeyers de 500 ml contenant le milieu nutritif VA on ajoute 

soit 80 ug/ml de cadmium et de l'amidon à IX, soit 10 Mg/ml de Cd et du 

glucose à 0.5X. Après ensemencement du milieu avec une préculture on met 

les erlenmeyers sur un agitateur A 370C A 300 RFH. A la fin de la phase 

exponentielle on fait une série de dilutions que l'on met sur boîte de 

Pétri. Après incubation de 3 Jours à 370C on observe sur l'agar des colo­

nies blanches, les unes avec beaucoup de mucus, les autres d'aspect sec et 

ridé. On en choisit 5 isolées du milieu WA A l'amidon et 9 isolées du 

milieu au glucose {cf. 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 fois sur boîte de Pétri contenant du 

Nutrient Agar sans Cd. Les souches isolées sont conservées dans des éprou-

vettes sur de l'agsr incliné à 40C. 

Aucune nouvelle détermination des souches n'est faite pour s'assurer 

qu'elles appartiennent à 1'espece B.lichenlforrcis car, après plusieurs 

répétitions de cette expérience, on a toujours isolé les mêmes différents 

types de colonies décrits au tableau 18. 

Tableau IS : Description des souches de B.licheniformis s^ isolées du 

milieu WA contenant du cadmium et comme source de carbone soit de l'amidon 

a IX CiAx) soit du glucose à 0.5X U G x ) . 

Souche Morphologie de la colonie Présence de mucus 

IA] ronde et blanche 

IA2 blanche à contour irrégulier + 

ourlé de lichens 

IA3 forme irrégulière avec présence 

à la surface de rides très serrées 

IA^ même type que IA2 * 

IAg même type que IA3 -

IGj forme irrégulière sans ride + 

IG2 même type que IA2 + 

IG3 " • 

IG4 " + 

IG5 " + 

IG, " + 

1G£ 

:9 

*8 
IG1 

IG 10 
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5. 2. 3. 1. Mise en évidence des souches résistantes au cadmium 

On teste en éprouvettes la résistance au cadmium des souches isolées 

précédemment. La répartition du milieu de culture dans les tubes à essai 

et des solutions de Cd sont données au point 3. 3. (cf. Matériel et Métho­

des). Les conditions de culture et les concentrations de Cd sont les mêmes 

que sous 5. 1. 2. 4. 

Pendant la période d'incubation à 37 C on note la croissance des différen­

tes souches de B. licheniformis s^ en observant la turbidité du milieu de 

culture. 

Les résultats sont présentés au tableau 19. 

Parmi les 14 souches examinées on distingue 4 groupes de souches en fonc­
tion de la réponse de leur croissance su cadmium. Les groupes englobent 
les souches suivantes : 

- groupe 1 : IAj, IA3, IA5, IG2 et IG7 qui présentent un caractère d'adap­

tation au cadmium se traduisant par une croissance rapide. 

- groupe 2 : IGj et IG^ qui présentent un caractère d'adaptation "retar­
dée" se traduisant par un début de croissance non immédiat mais plus 
rapide que celui de la souche sauvage («A, wG). 

- groupe 3 : les souches IA2 et IGit qui réagissent comme la souche sauva­

ge. Le début de leur croissance coïncide avec celui de la souche sauva­

ge. 

- groupe 4 : les souches IA41 IG3, IG4, IG5 et IG3 qui ne présentent 
aucune croissance durant la période expérimentale examinée (9 Jours). 

En comparant les tableaux IS et 19 on remarque que : 

- les souches appartenant au groupe 1, IA,, IA3 et IAr forment toutes des 
colonies dépourvues de mucus. Les colonies formées par Ia3 et IA5 ont 
une morphologie identique mais différente de celle de IA1. Les souches 
poussant sur du glucose, IG2 et IG7 possèdent des colonies à mucus de 
morphologie pareille à celle formée par la souche sauvage. 

- les souches appartenant aux groupes 2, 3 et 4 forment des colonies à 
mucus identiques a celle de la souche sauvage. 
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Tableau 19 : Influence du cadmium (80 ^g/ml dans le milieu à l'amidon et 

10 ug/ml dans le milieu au glucose), en fonction du temps d'incubation, 

sur la croissance de B.licheniformis s^ et sur des souches isolées du 

milieu de culture contenant du cadmium 

Souche Durée d'incubation (Jour) 

wA - souche sauvage, B.1icheniforrais s., poussant sur amidon à IX 

IAx - souches isolées du milieu UA contenant 80 Mg Cd/rai 

wG = souche sauvage, B.licheniformis s^, poussant sur glucose à 0.5X 

IGx = souches isolées du milieu UA glucose contenant 10 tig Cd/ml 

= pas de croissance 

+ " croissance 
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Les souches appartenant au groupe 4, ne poussent plus lorsqu'on les trans­

fère Isolément dans un milieu riche en cadmium de même composition que le 

milieu dont on les a isolées. Il se pourrait que les souches appartenant 

aux groupes 1, 2 et 3 protègent celles du groupe 4 de la toxicité du 

cadmium en produisant des substances qui lient 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 milieu de 

culture qui ne serait plus toxique pour les souches appartenant au groupe 

4 

En fonction de ces résultats on ne remarque aucune particularité ayant 

trait fi la morphologie des colonies ou à la synthèse de mucus, qui pour­

rait différencier les souches résistantes de celles non adaptées au Cd. 

Vu qu'on a effectué plusieurs repiquages en conditions non sélectives, la 
résistance au cadmium acquise par les souches à phase de latence raccour­
cie est stable, ces souches sont donc des mutants de B.lichenifonnis s^. 

5. 2, 3. 2. Propriétés des souches imitantes au cadmium 

Afin d'élucider le mécanisme de résistance au Cd on choisit une souche 

mutante & ce métal, IAi. Les propriétés de cette souche sont comparées 

avec celles de la souche sauvage de B. lichenlformis S^. Entre ces deux 

souches nous voulons voir si on trouve une variation dans : 

- les propriétés de perméabilité de 'l'enveloppe cellulaire (membrane et 

paroi) 

- la composition en acides aminés de leurs protéines cytoplasmlques. 

Dans des erlenmeyers de 500 ml contenant le milieu nutritif WA et de 
l'amidon à 1% on ajoute 0.7 ug Cd/ml. On choisit cette faible concentra­
tion pour éviter de sélectionner des souches adaptées au Cd parmi la 
population sauvage de B. lichenlformis s^. Les milieux de culture sont 
inoculés avec IA1 ou wA. Les conditions de croissance sont décrites sous 
le point 3. 4. (cf. Matériel et Méthodes). La température de croissance 
est de 370C. 

Chaque 2 heures on retire, de l'agitateur, un erlenmeyer. On mesure la 

densité cellulaire de la culture et on centrifuge immédiatement le reste à 

6000 g pendant 25 minutes à 40C pour l'analyse du cadmium libre (cf. 

Matériel et Méthodes). 
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Les résultats de cette expérience sont donnés par les figures 12 et 13. 

Pour les deux souches sauvage et mutante de B. lichenifnrrois sA on observe 
2+-une diminution des ions Cd dans le milieu de croissance. On constate un 

léger relèvement de la concentration de cadmium à la fin de la croissance 

(cf. figure 12). Lorsqu'on analyse le cadmium lié au matériel cellulaire 

(cf. figure 13) on y remarque, en début d'expérience, une forte concentra­

tion de cadmium puis cette concentration diminue rapidement avec la durée 

d'incubation. Entre h et 10 heures d'incubation la biomasse augmente d'un 
facteur 8 pour la souche sauvage et de 6.7 pour la souche mutante alors 

que la concentration du cadmium dans le matériel 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 l'on considère le cadmium qui est lié aux cellules au début et 
à la fin de la croissance, on remarque qu'après 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'après 2 heures de 
croissance. La souche résistante au Cd, IA, accumule légèrement moins de 
Cd dans sa matière sèche que la souche sauvage (figure 13). Au cours de la 
croissance on remarque un phénomène de "dilution" du cadmium dans la mati­
ère sèche. 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 matière sèche. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que la fixation du 
cadmium à la biomasse se fasse selon deux mécanismes: 

- l'adsorption du cadmium à l'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 t Influence de la croissance des souches soit sauvage, soit 

mutante de B.licheniforais. sur la teneur en Cd soluble du milieu de 

culture. 
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figure 13 : Teneur en Cd de la matière sèche des cellules, soit de la 

souche sauvage, soit de la souche mutante de B.licheniformis. 

Hg Cd /g .m.s 

O souche sauvage 

D souche mutante 

J L 
O 10 



- 64 -

Si le phénomène de résistance au cadmium s'exprime réellement par une 

dilution de cet élément dans la biomasse on ne peut pas, à l'aide de cette 

expérience, analyser sa répartition et son accumulation dans les différen­

tes fractions cellulaires. 

Dans l'expérience précédente on remarque, après avoir ajouté au milieu de 
culture 0.7 Ug Cd/ml, qu'environ 5OX de ce cadmium se lient au matériel 
cellulaire de la souche mutante. On se demande alors si cette dernière ne 
posséderait pas dans son cytoplasme - des protéines pouvant complexer le 
cadmium, l'empêchant ainsi d'exercer sa toxicité. Ces protéines seraient 
de type métallothionëlne donc riches en groupements sulfhydriles. Afin de 
vérifier cette hypothèse on teste, pour les deux souches, s'il y a une 
différence dans la composition en acides aminés de leurs protéines cyto-
plasmiques. Parmi les acides aminés on choisit d'analyser d'une part 
1'alanine et la glycine dont la teneur dans les protéines ne devraient pas 
être influencées par les métaux lourds et d'autre part la cysteine et la 
methionine, acides aminés à groupement sulfhydrlle dont la concentration 
dans les protéines pourrait augmenter. 

Dans des erlenmeyers de 500 ml on inocule le milieu HA contenant de l'ami­

don à IX avec les souches IA1 ou «A. On met en culture les milieux à 37
0C 

sur un agitateur à 300 HPH. 

Lorsque les bactéries se situent au milieu de la phase exponentielle de 
croissance {DO436 * 1) on ajoute, à la culture une solution de CdCl2 de 
façon à avoir une concentration finale de 3 ug cd/ml. On remet les erlen­
meyers sur l'agitateur dans les mêmes conditions de croissance que précé­
demment. 

Les échantillons sont prélevés soit immédiatement après l'adjonction de Cd 
soit en fin de phase exponentielle. Après avoir mesuré leur densité opti­
que â 436 nm, on centrifuge 20 ml a V X pendant 25 minutes à 6000 g. On 
conserve le culot qu'on lave 2 fois avec du tampon phosphate 50 mK, pH 7 
(cf. Matériel et Méthodes). Après l'avoir resuspendu dans 20 ml de tampon 
on le stocke pendant la nuit à -200C. 

Les acides aminés alanine, glycine et ceux a groupement sulfhydryle des 
protéines cellulaires sont analysés selon les méthodes citées dans Maté­
riel et Méthodes. 
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Tableau 20 : Influence du cadmium sur la teneur en acides amines à groupe­

ment sulfhydryle des protéines solubles des souches mutante IA. et sauvage 

wA de B. licheniformis. 

Souche Ac. cystéique Sulfone de methionine 

VM V» 

phase phase phase phase 

exponentielle stationnaire exponentielle statlonnaire 

Sauvage 22.74 78.30 27.61 99.33 

Mutante 25.34 42.50 30.00 60.63 

Par cette méthode d'analyse des acides aminés à groupements -SH, on 

obtient l'acide cystéique qui correspond à la somme de la cysteine et de 

la cystine et la sulfone de methionine équivalent a la methionine. 

Vu que la quantité en protéines des échantillons analysés n'a pas été 

déterminée, on choisit la somme de la teneur en alanine et en glycine 

comme référence pour calculer la quantité d'acides aminés à groupement 

sulfhydrile de chaque échantillon. Pour cela, on émet l'hypothèse que la 

teneur en glycine et en alanine des protéines solubles n'est pas influen­

cée par le cadmium. 

Pour estimer la teneur en acides aminés à groupement sulfhydrile, on 

procède comme suit : 

- on calcule le rapport suivant : 

(Ala + GIy) 6 

- r 

<Ala + GIy) n 

avec (Ala + GIy) n quantité d'alanine plus celle de glycine analysée 

dans l'échantillon soit de la souche sauvage (Ala + 

GIy) 5 soit de la souche mutante (Ala + GIy) n. 

r = rapport entre les deux 
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- puis (Cys + M e O 8 - r.Cysg + r.Mets 

(Cys + Het)m - Cysn + Metm 

avec (Cys + Met) - quantité d'acide cystéique plus de celle de sulfone 

de methionine chez la souche sauvage (s) ou chez la 

souche mutante (m). 

Cys = quantité d'acide cystéique mesurée dans l'échantil­
lon de la souche sauvage (s) et de la souche mutante 
(m). 

Ces calculs 6e font successivement pour les échantillons pris en phase 
exponentielle tout de suite après l'adjonction du cadmium puis pour ceux 
prélevés en phase statlonnaire. 

Les résultats (cf. tableau 20) ne montrent aucune différence entre les 
souches vA et IAj pour la teneur en acides aminés à groupement sulfhydryle 

pour les échantillons prélevés immédiatement après l'adjonction des ions 
2+ Cd . A la fin de la phase statlonnaire wA possède 1.7 fois plus d'acides 

aminés à groupement -SH que IA1. Ces résultats sont contraires a ceux que 

nous avions espéré. 

Il se pourrait, cependant, que ce ne soit pas la quantité de groupements 
sulfhydriles analysés dans l'ensemble des protéines qui soit importante 
ici mais celle que l'on mesurerait dans des protéines spécifiques respon­
sables pour la detoxification du cadmium dans les cellules bactériennes. 
Nous aurions pu éclaireir cette hypothèse en essayant, à différents mo­
ments des phases exponentielle et statlonnaire de la croissance, d'étudier 
la composition des protéines dans les souches mutante et sauvage. Nous 
aurions pu voir, en fonction du stade de croissance, si il y avait appa­
rition d'une protéine chez la souche mutante qui était non existante chez 
la souche sauvage. 
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5. 3. Influence du cuivre sur la croissance. 

Pour cette étude nous procédons de la même manière que pour le cadmium. 

Les différentes étapes de ce travail sont les suivantes: 

- trouver, pour deux sources de carbone - glucose et amidon - le domaine 

de concentrations, pour lequel on a un effet positif ou négatif sur le 

développement bactérien et la synthèse de I1 «-amylase 

- rechercher l'effet du cuivre sur les paramètres de croissance 

- établir les valeurs de CLT, IC 2 0 et IC50 pour la croissance intrinsèque 

de B. licheniformis s^ et pour la croissance en présence d'amidon. 

- voir l'influence de la croissance de B. licheniformis sur la teneur 

soluble en cuivre du milieu de culture. 

La première étape est une étude qualitative. 

Dans des éprouvettes contenant le milieu nutritif UA (cf. Matériel et 

Méthodes) et une source de carbone on ajoute des solutions de chlorure de 

cuivre. Les concentrations finales de cuivre dans le milieu nutritif vont 

de 0.0625 ug/ml à 1.25 ue/ml selon une progression géométrique. La répar­

tition des différentes solutions entrant dans la composition du milieu 

nutritif et les conditions de culture sont mentionnées sous le point 3. 4. 

(cf. Matériel et Méthodes). 

La température d'incubation est de 370C. Durant le temps d'incubation on 

note la croissance bactérienne en observant la turbidité du milieu de 

culture. 

Les résultats de cet essai sont présentés au tableau 21. 
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Tableau 21 : action du cuivre sur la croissance de B. licheniformis s^ 
poussant sur le milieu liquide WA additionné soi t d'amidon a IZ (A) soit 
de glucose à 0.5Î (G). Cette expérience est réalisée en éprouvettes sur un 
agitateur. 

Cuivre Durée d'incubation (Jour) 
M*/ml 

0 1 2 3 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 Me/ml et 0.625 Mg/ml le cuivre n'exerce pas d'influence 

négative sur la croissance ni dans le milieu au glucose ni dans le milieu 

à l'amidon. A 0.625 M* Cu/ml, la croissance est retardée de 24 heures sur 

le milieu à l'amidon lorsqu'on la compare avec celle de B. licheniformis 

B4 dans le milieu nutritif sans métal. 

Quel que soit le substrat on n'a pas de croissance en présence de 1.25 ug 

Cu/ml même après 4 Jours de mise en culture. 

Cette expérience indique que le cuivre déploie une grande toxicité sur la 
croissance de B.licheniformis s^ et plus spécialement lorsque la bactérie 
pousse sur le milieu â l'amidon. 

Le système enzymatlque de 1' «-amylase donne l'impression d'être plus 
sensible au cuivre que la croissance intrinsèque de la bactérie. 
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5. 3, 1. Influence du cuivre sur les paramètres de croissance. 

Ce travail vise à rechercher sur quel paramètre de la croissance de 

B.licheniformis s^ le cuivre exerce sa grande toxicité afin de mieux 

cerner son mécanisme d'action. 

Dans des erlenmeyers de 500 ml avec chicanes contenant le milieu VA soit 

au glucose soit à l'amidon on ajoute des solutions de cuivre. 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 conditions de croissance sont décrites sous le 

point 3. 4. (Matériel et Méthodes). La température de croissance est de 

370C. 

Les résultats de ces travaux sont résumés aux tableaux 22 et 23 et aux 

figures 14 et 15. 

Tableau 22 ï Effet du cuivre sur les paramètres de croissance de B.liche­
niformis S^ poussant sur le milieu liquide NA additionné de glucose à 
0.5X. 

Cuivre Phase de latence Taux de croissance 
Ug/ml h h - 1 ï 

0 

0.00125 
0.0125 

0.078125 
0.15625 

0.3125 
0.4 

0.5 
0.625 

5.36 
6.00 
6.00 

5.36 
6.00 

6.00 

6.00 

6.48 
9.36 

0.44 

0.55 
0.55 

0.54 
0.54 

0.53 
0.32 

0.21 
0.14 

100 

125 
125 

123 
123 

120 
73 

48 
31 
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figure lb : Influence du cuivre sur Is croissance de B.licheniformis s. 

poussant dans le milieu liquide UA au glucose (0.5X). 
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figure 15 : Influence du cuivre sur la croissance de B.lichenifornis s^ 

poussant dans le milieu liquide WA à l'amidon (IX), 
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Tableau 23 i Effet du cuivre sur les paramètres de croissance de B. liche-

niforais SA poussant sur le milieu liquide WA additionné d'amidon. 

Cuivre Phase de latence Taux de croissance 

ue/ml h h - 1 X 

0 
0.00125 

0.005 
0.0125 

0.03 

0.078125 

0.125 
0.15625 

0.3125 
0.625 

1.25 

2.50 

5.30 

5.30 

5.30 
5.30 

5.30 

5.30 

5.30 

5.30 

5.30 
6.00 

6.30 
31.30 

0.40 

0.38 

0.40 
0.39 

0.39 

0.39 

0.36 

0.38 

0.31 

0.23 

0.13 
0.02 

100 

95 

100 
97.5 

97.5 
97.5 

90 

95 

77.5 
57.5 

32.5 

5 

On remarque que le cuivre a une influence différente sur la croissance de 

B.licheniformis s^ poussant dans le milieu au glucose de celle qui se 

déroule dans le milieu UA â l'amidon. 

Entre 0.0125 et 0.3125 Ug Cu/ml de milieu au glucose, on a une élévation 
du taux de croissance Jusqu'à 125X de celui de B. licheniformis S^ pous­
sant sans cuivre. Pour des concentrations supérieures A 0.3125 ue/ral on a 
une diminution brutale du taux de croissance. 

La croissance dans le milieu S l'amidon est influencée moins brutalement 
par le cuivre. Entre 0.00125 et 0.125 ue/ml le taux de croissance ne varie 
pas slgnificativement. Entre 0.15625 et 2.5 us/ml la diminution est moins 
brutale qu'avec le glucose. 

Dans le domaine de concentrations étudié la durée de la phase de latence 
n'est pas beaucoup influencée par le cuivre, excepté pour 2.5 Ug/ml ou 
elle représente environ 6 fois celle obtenue lors de la croissance de B-1 
licheniformis s^ poussant dans le milieu WA à l'amidon sans métal. 
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Cette réponse de la croissance au cuivre suggère que la bactérie ne réagit 

pas immédiatemment au métal par un phénomène d'adaptation. Le cuivre 

pénètre dans la cellule, par un système spécifique de transport. Dans la 

cellule il est rapidement lié à des substances qui fonctionnent comme 

donneurs de métal pour les systèmes enzymatiques. Sa concentration dans la 

cellule reste plus ou moins constante mais si la concentration du métal 

extracellulaire augmente le cuivre peut devenir très toxique. 

Le taux de croissance est réduit de 52Z avec 0.5 tig Cu/ml dans le milieu 

WA au glucose et de 67.SZ avec 1.25 ug/ml dans le milieu à l'amidon sans 

que la durée de la phase de latence soit railongée. 

5. 3. 1. 1. Détermination de CLT. ICj0 et IC 5 0 

Ce travail permet de déterminer lequel des paramètres étudiés -la crois­

sance intrinsèque, la synthèse ou l'activité enzymatiques - est le plus 

sensible au cuivre. 

Une série d'expériences est réalisée pour trouver les valeurs de CLT, ICJQ 

et ICCQ. Dans des erlenmeyers de 500 ml avec chicanes contenant le milieu 

UA et comme source de carbone soit du glucose soit de l'amidon, on ajoute 

des solutions de cuivre. Les concentrations finales de cuivre dans le 

milieu de croissance sont données aux figures 16 et 17. 

Le modèle expérimental et les conditions de croissance sont décrits sous 

le point 3. 4. (cf. Hatériel et Méthodes). La température de croissance 

est de 370C. 

Les valeurs CLT, IC20 et ICJQ sont déterminées, comme avec le cadmium, par 

le calcul. 

Les résultats sont présentés aux figures 16 et 17. 

On remarque que la concentration limite de toxicité (CLT) est de 0.03 ng 

Cu/ml pour la croissance de B. licheniformis Bt sur le milieu WA à l'ami­

don (cf. figure 15) et de 0.34 ne/ml pour la croissance sur le milieu au 

glucose (cf. figure 16). 

Il faut 2 et 1.36 fois plus de cuivre dans le milieu glucose que dans 

celui à l'amidon pour obtenir une même inhibition du taux de croissance 

bactérien respectivement de 20 et de 50Z. 
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figure 16 t Influence du cuivre sur le taux de croissance (u.) de B.liche-
nifonnis s^ poussant dans le milieu liquide UA à l'amidon (IS). u est 
exprimé en valeur relative (100X correspondent au n de la bactérie pous­
sant dans le milieu de culture dépourvu de Cd). 
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figure 17 : Influence du cuivre sur le taux de croissance (u) de B.liche-

nifpnnls S1̂  poussant dans le milieu liquide WA au glucose (0.5X). u est 

exprimé en valeur relative (100Ï correspondent au u de la bactérie pous­

sant dans le milieu de culture dépourvu de Cd). 
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Ces résultats prouvent que soit la synthèse soit l'activité de l'w-araylase 

est plus sensible au cuivre que la croissance intrinsèque de cette bacté­

rie. Ils correspondent ä ceux obtenus lors de l'analyse qualitative (étude 

en éprouvettes). 

5. 3. 2. Influence de la croissance de B. lichenlformis S^ sur la solubi­

lité du cuivre. 

Cette étude a pour objet de suivre l'évolution du cuivre en solution au 
cours de la croissance de B.licheniforrnis s^ dans le milieu nutritif UA 
contenant de l'amidon à IX. 

Dans des erlenmeyers de 500 ml avec chicanes on inocule avec une précultu­
re de B.licheniformis S 4 (cf.Matériel et Méthodes) le milieu NA à l'amidon 
contenant 0.2 |ig Cu/ml. On met la culture sur un agitateur a 37 C (cf.Ma­
tériel et Méthodes). 

Aux temps 0, 2. 4, 6, 8 et 14 heures on analyse la teneur en cuivre en 

solution dans le surnageant et dans la matière sèche (cf. Matériel et 

Méthodes). 

L'analyse du cuivre soluble sous forme de ions n'a pas pu être analysée, 
comme pour le cadmium, par Polarographie. On suppose que la présence, dans 
le surnageant, de polysaccharides provenant des parois bactériennes déran­
ge cette mesure. On décide donc d'analyser le cuivre en solution dans le 
surnageant, après centrifugation de l'échantillon (cf.Matériel et Métho­
des), avec le spectrophotomètre d'absorption atomique (SAA). 

On détermine la teneur en cuivre de la matière sèche comme suit: 

0.2 - yt 

mt 

avec x t = we Cu/g.m.s. de cellules au temps t 

0.2 - quantité de cuivre ajoutée en début d'expérience en 
Hg/ml 

yt - ug Cu en solution/ml de surnageant au temps t 
m. - matière sèche en mg/ml au temps t 

Les résultats sont présentés au tableau 24 et à la figure 16. 
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Tableau 24 : Influence de la croissance de B. licheniformis s^, poussant 

sur le milieu WA à l'amidon, sur la teneur en cuivre du milieu de culture 

après adjonction de 0.2 ng Cu /ml. 

Matière sèche Cuivre soluble 

mg/roi ue/ml X 

0.18 90 

0.15 75 

0.13 65 

0.03 45 

0.09 

" 100 Z correspondent à la quantité de cuivre ajouté dans le milieu de 

culture avant l'inoculation de B. licheniformis 

On remarque que le cuivre pénètre très rapidement dans le matériel cellu­

laire (cf. figure 18). Après 8 heures de croissance 55X de cuivre est 

associé aux cellules. La diminution de la teneur totale du cuivre dans Ie 

milieu de culture est fonction de la biomasse. 

Après 8 heures d'expérience il n'est plus possible d'analyser l'accumula­

tion du cuivre dans la matière sèche bactérienne. La quantité de cuivre en 

solution dans le surnageant est en dessous du domaine de sensibilité de 

mesure du spectrophotomètre d'absorption atomique. 

Comme pour le cadmium, on observe que la croissance bactérienne en causant 

une diminution de la teneur en cuivre du milieu de culture peut protéger 

des germes sensibles au cuivre vivant à proximité de B. licheniformis. 

0.0432 

0.115 

0.251 

0.552 

1.001 



- 78 -

figure 18 : Influence de la croissance de B.licheniformis s^ sur la teneur 

en cuivre soit dissous dans la solution nutritive soit dans la matière 

sèche des cellules. 

O Ug Cu/g.m.s. 
# 

O 2 4 6 8 10 
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S. 4. Etude de l'activité oc -amylaaigue de B, 1icheniforals S^ 

Après avoir examiné l'influence du cuivre et du cadmium sur la croissance 
de B.licheniformis on s'intéresse à voir leur effet sur l'activité ot-amy-
lasique de cette bactérie, deuxième paramètre biologique choisi. 

Cette étude a pour buts d'étudier : 

- l'activité de 1' «-amylase au cours de la croissance de B.licheniformis 

- l'effet du cadmium et du cuivre sur l'activité enzymatlque. 

Dans les expériences précédentes on a analysé l'effet des métaux lourds 
sur la croissance de B.licheniformis s^ dans le milieu nutritif HA conte­
nant soit du glucose à 0.5X soit de l'amidon à IZ afin de pouvoir disso­
cier l'effet de ces éléments sur la croissance et sur le système 
amylasique. La croissance bactérienne sur le milieu UA à l'amidon ne 
permet, cependant, pas de différencier la synthèse de l'activité enzytoa-
tiques. En effet lorsqu'on observe une inhibition du métal sur le taux de 
croissance de B.licheniformis s. poussant sur le milieu UA à l'amidon on 
ne peut pas distinguer si le métal a une action : 

- sur la répression de la synthèse enzymatique 

- sur une inhibition de l'activité de l'enzyme synthétisée. 

Afin de connaître lequel de ces deux paramètres est le plus sensible aux 
métaux lourds, on décide d'examiner l'effet du cadmium et du cuivre sur 
l'activité de 1' «-amylase synthétisée dans le milieu de culture par 
B.licheniformis s^. 
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5, 4. 1. Etude de l'activité oc-amylasique 

Dans un fennenteur de type mini Bioreactor, on ensemence avec une précul-

ture de B.licheniformis s 4 le milieu WA contenant de l'amidon à IX. La 

température d'incubation est maintenue à 37 C et le pH de la culture à 6.6 

(cf. Matériel et Méthodes). Les échantillons sont prélevés toutes les deux 

heures pour l'analyse de la densité optique, la teneur en protéines et 

l'activité de 1' «-amylase (cf. Matériel et Méthodes). L'activité a-amyla-

sique spécifique est exprimée en me d*amylose disparu par heure et par mg 

de protéines. 

Les résultats sont présentés à la figure 19. 

Dans ces conditions expérimentales, l'activité enzymatique n'est pas 

mesurable lors des deux premières heures de la croissance bactérienne. 

L'activité spécifique augmente très rapidement dans la phase exponentielle 

de croissance. Après 6 heures elle atteint son maximum. Ensuite l'activité 

de 1'amylase diminue lentement durant 22 heures sans atteindre la valeur 

zéro. 

La synthèse de 1' «-amylase par B.licheniformis durant la phase exponen­

tielle correspond aux résultats trouvés par HELKER et al. (1963) avec 

B.stearothermophilus et par COLEMAN et al.(1962) avec B.subtllis. Ces 

auteurs ont aussi démontré que la synthèse de l'«-amylase se déroule 

durant la phase exponentielle de la croissance bactérienne. 

Les données sont contraires ô celles obtenues par MOMURA et al. (1956), 
MEERS (1972) et SAITO et al. (1975). Ces deux derniers auteurs montrent 
que la synthèse de 1' «-amylase par B. licheniformis débute seulement 
lorsque les bactéries atteignent la phase stationnalre. Ils suggèrent que 
la production de 1' «-amylase est réprimée par le glucose et par des 
sucres métabolisables de faible poids moléculaire. SAITO et al. (1975) ont 
cependant isolé des souches mutantes de B.licheniformis capables de syn­
thétiser l'ot-amylase durant la phase exponentielle de la croissance. La 
production enzymatique de ces souches mutantes n'étaient plus réprimées 
par le glucose. 

L'activité K-amylasique de B. licheniformis s 4 décroît dès que la densité 
optique à 436 nm atteint 1.8. Cette observation suggère une synthèse 
ralentie de 1' «-amylase et une dénaturation de l'enzyme. En effet si on 
avait seulement une synthèse ralentie de l'enzyme on observerait, dans le 
milieu de culture non renouvelé, un fléchissement de la courbe exprimant 
l'activité amylaslque. Vu qu'on observe une diminution de l'activité en 
fonction du temps l'enzyme initialement présente doit être dénaturée. 
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figure 19 : Activité de 1'«-amylase de B.licheniformis s^ dans le milieu 

UA à l'amidon (ferraenteur, 370C, 1070 RPH). 
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5. 4. 2. Influence du cadmium sur l'activité ct-amylasique 

Pour tester l'effet du cadmium sur l'activité enzymatique on réalise une 

expérience en fennenteur comme décrite précédemment. L'effet du métal sur 

l'activité de 1' «-amylase est analysé dans le surnageant de la culture 

(cf. Matériel et Méthodes). Les concentrations finales de cadmium dans le 

mélange réactionne1 enzymatique vont de 100 à 400 ng/ml (cf. figure 20). 

La réponse de l'activité enzymatique au cadmium est exprimée en valeur 
relative. Les 100 X d'activité correspondent à la valeur trouvée pour 
l'analyse enzymatique du surnageant sans métal lourd. La concentration de 
cadmium soluble est déterminée à la fin de la réaction enzymatique. 

Les résultats de cette expérience sont représentés à la figure 20. 

Les valeurs calculées de CLT, IC20 et IC50 correspondent a 208.6, 238.7 et 

à 283.1 Ug Cd total/ml et respectivement à 16.5, 13 et 22 M« Cd soluble/ml 

de mélange réactionne1. On remarque que très peu de cadmium ajouté se 

trouve sous forme de ions solubles. Ceci suggère que le milieu dans lequel 

se déroule la réaction enzymatique contient des substances qui complexent 

une grande partie du cadmium additionné. 

5. 4..3. Influence du cuivre sur l'activité ot-anylaaiquc. 

On réalise cette expérience de façon identique à celle qui a été effectuée 
avec le cadmium. Les concentrations de cuivre choisies vont de 5 à 50 
tig/ml (cf. figure 21). Les analyses du cuivre soluble sont faites à la fin 
de la réaction enzymatique. 

Les résultats de cette expérience sont donnés au figure 21. Les paramètres 
CLT. IC20 et IC50 calculés équivalent à 22.8, 28.4 et 36.8 ug Cu total/ml 
respectivement 0.58, 0.647 et 0.747 Ug Cu soluble/ml 
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figure 20 : Influence du cadmium sur l ' ac t iv i t é a-amylasique relative de 
B.licheniforais s^. (100% correspondent à l ' ac t iv i té mesurée dans le 
milieu réactionnel dépourvu de Cd). 

% de l'activité 

100P 

200 300 400 
jig Cd/ml 
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fleure 21 : Influence du cuivre sur l'activité a-amylasique relative de 

B.licheniformis s». {100X correspondent â l'activité mesurée dans le 

milieu réactionnel dépourvu de Cu). 
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Q O 

CLT 

60 



- 85 -

6. BTUDE DAHS LE SOL 

Dans le sol - second milieu expérimental de recherche sur les métaux 

lourds - les buts suivants sont fixés: 

- analyser l'effet du cadmium et du cuivre sur la population des saprophy­
tes aérobies et sur l'activité amylasique du sol Steinhof natif. 

- comparer, pour le milieu liquide synthétique et pour le sol, la réponse 
au cadmium et au cuivre du développement de B.licheniformis S^, de 
l'activité et de la synthèse amylasiques. Afin de résoudre le second 
point de notre étude on stérilise le sol Steinhof. Ce procédé élimine la 
microflore totale et réduit l'activité amylasique du sol. Après inocu­
lation du sol stérilisé par B.licheniformis s^, la bactérie en recoloni­
sant le sol, préalablement amendé avec de l'amidon à 1 Z, pourra 
synthétiser son amylase. 

L'estimation de l'activité amylasique dans le sol se fait de la même 
manière que celle qui est utilisée dans le milieu liquide synthétique. 

6. 1. Mise au point d'une nouvelle méthode pour la détermination de l'ac­
tivité de 1* «-amylase dans les sols. 

Une nouvelIe méthode d'analyse de 1'activité «-amylasique est mise au 
point afin de pouvoir appliquer au sol une méthode analogue A celle qui a 
été utilisée pour le milieu synthétique liquide. 
La mise au point de cette nouvelle méthode pour les sols a pour objectifs: 

- d'utiliser pour le milieu liquide synthétique (premier milieu expérimen­

tal) et pour le milieu sol (second milieu expérimental) la même méthode 

d'analyse . 
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- de déterminer l'activité enzymatique en suivant la disparition du subs­

trat et non l'apparition des produits. Les produits issus de la réaction 

catalytique sont des petites molécules qui peuvent être soit adsorbées 

aux particules du sol, soit être dégradées plus loin. Ce phénomène 

falsifie les résultats en provoquant une sous-estimation de l'activité 

enzymatique dans les sols. 

Pour tester la méthode nous choisissons de mesurer l'activité dans 6 sols 

représentatifs des sols agricoles. Leurs propriétés physico-chioiques sont 

mentionnées au tableau 25. 

Tableau 25 : Propriétés physico-chimiques des sols étudiés pour la déter­

mination de 1' «-amylase 

Prove- Type X X X pH CEC P K X X 

nance de ar- silt sable C N 

sol eile 

C/N 

Casel Is 14.2 32.7 53.1 6.6 - 9.7 74.7 1.94 0.24 7.9 

Erlach Is 18.4 31.7 48.9 6.9 - 6.1 19.1 1.30 0.16 8.1 

Ga'nse-

moos Is 15.9 28.3 55.8 5.6 - 0.8 78.9 2.91 0.26 11.1 

La Cha-
tagne 1 
Liebe­
feld Is 
Stein-
hof Is 

41.4 26.6 13.9 5.9 - 2.5 9.13 10.5 0.99 10.6 

16.1 29.2 54.7 6.3 - 7.5 24.1 2.20 0.24 9.0 

17.6 37.3 45.1 5.6 10.7 70.5 4.9 0.72 0.13 5.5 

Is - limon sableux 

1 
P 
K 

C 
N 

- limoneux 

" p soluble (ne/e) 
- K soluble (fig/e) 
- C organique 

- N total 



87 -

6. 1. ï. Choix d'un tampon 

Le tampon utilisé doit remplir les conditions suivantes : 

- ramener le pH d'un sol à 6.0, pH optimal pour l'activité «-amylasique de 

B.licheniformis (FUWA, 1954). 

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

Pour cette expérience les tampons suivants sont testés avec le sol Gänse-

moos : 

- tampon acétate de sodium soit 0.02; 0.5; 1 ou 2 M de pH 6.0 

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

- tampon tris d'aminométhane 0.1 N de pH 7.0 ou 8.0 

Une quantité de sol frais correspondant à 2.5 g de matière sèche est pesée 
dans des tubes en plastique. 10 ml d'une solution de tampon à tester ainsi 
que 15 ml d1amylose à 0.5 % sont rajoutés au sol. Après une nuit A tempé­
rature de chambre le pH des différentes suspensions de sol est mesuré. Les 
résultats sont présentés au tableau 26. 

Tableau 26 : Choix d'un tampon pour déterminer l'activité amylasique du 
sol Gänsemoos de pH 5.6 (rapport volumique sol:eau est de 1:2) 

Tampon Molarité pH pH de la suspension 
du tampon de sol contenant le 

le substrat et le 
et le tampon 

eau 

acétate 
acétate 
acétate 
acétate 

phosphate 
phosphate 
phosphate 

tris 

tris 

-
0.02 
0.50 
1.00 
2.00 
0.10 

0.10 
0.10 

0.10 

0.10 

-
6.0 
6.0 

6.0 
6.0 
6.0 

7.0 

8.0 
7.0 

8.0 

5.8 

5.9 
6.1 
6.1 

5.9 
5.4 
6.4 

6.8 
5.9 

6.7 
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Parmi les tampons qui ramènent le pH du sol Gänsemoos de 5.6 au voisinage 

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 H de pH 7.0. Parmi ceux-ci le tampon 

acétate 0.5 H de pH 6.0 est choisi car il a déjà été utilisé pour l'acti­

vité de 1* «-amylase de B. licheniformis dans l'étude en milieu liquide 

synthétique. 

Dans une deuxième étape ce tampon est testé pour les autres sols à étudier 

(cf.tableau 25). Les résultats de cette expérimentation sont reportés au 

tableau 27. 

Tableau 27 i Effet du tampon acétate 0.5 M, pH 6.0 sur la stabilité du pH 

des milieux réactionneIs au cours.de la réaction enzymatique. 

Provenance 

du sol 

pH de la 
suspension 

dans 1 

6.0 
6.9 
5.6 
5.9 
6.3 
5.9 

'eau 
de sol 

pH de la 

suspension de sol 
dans le tampon 

6.1 
6.0 
6.1 
6.0 
6.0 
6.1 

Gasel 

ErIach 

Gänsemoos 

La Chïtagne 

Liebefeld 

Steinhof 

On remarque que le tampon acétate 0.5 M de pH 6.0 est bien adapté à l'ana­

lyse de l'activité amylaslque. Malgré la variation du pH (5.3-6.9) et de 

la teneur en matière organique (0.7-2,91X) des sols examinés, le pH est 

maintenu constant au cours de la réaction enzymatique : il se situe entre 

6.0 et 6.1. 

cours.de
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6. 1. 2. Recherche du K n apparent de !'amylase. 

Le but de cette étude est de déterminer l'affinité de l'enzyme dans le sol 

pour le substrat. Cette recherche est entreprise avec le sol Steinhof. 

6. 1. 2. 1. Mode opératoire 

Dans des ballons Jaugés de 100 ml on met : 

- du sol frais correspondant à S g de matière sèche 

- l.S ml de toluène que l'on laisse agir pendant 15 min. Le toluène est 

utilisé pour prévenir la prolifération et l'activité microbiennes. 

- 20 ml de tampon acétate 0.5 H de pH 6.0 

Ce mélange est préincubé durant 1 heure à 370C 

- 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 ml d'une solution d'amylose à 1 Z correspondant 

à 10, 20, 30, 40, 50 ou 60 me d'amylose par g de matière sèche de sol 

Le mélange est agité sur un agitateur à 390 RFH pendant 3 min 

Après une incubation de 4 h à 370C on analyse la quantité de substrat 

hydrolyse en procédant comme suit : 

- au mélange réacticnnel on rajoute de l'eau distillée à 370C Jusqu'à 100 

ml 

- après une agitation vigoureuse on filtre les suspensions de sol avec des 

filtres en papier (Schleicher et Sentili 602 1/2) 

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

- 2 ml de ce filtrat sont transvasés dans un ballon jaugé de 100 ml 

- on y rajoute environ 80 ml d'eau distillée 

- puis 2 ml de solution de Lugol 

- on ajuste ce mélange à 100 ml avec de l'eau distillée 

- à 700 nm l'extinction du complexe amylose-Lugol est mesurée en utilisant 

comme solution de référence de l'eau distillée. 
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ft. 1. 2. 2. Courbe standard 

Dans un ballon jaugé de 500 ml on pipette 30 ml d'une solution d'amylose à 

0.5 % (amylose à 0.03 X). De cette nouvelle solution d'amylose a 0.03 IE on 

pipette dans des ballons Jaugés de 100 ml les volumes suivants : 

Amylose à 0.03 Z Amylose 

ml mg/lOOml 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

12 

0.9 

1.2 

1.5 

1.8 

2 .1 

2.4 

2.7 

3.0 

3.6 

A chacune de ces solutions on ajoute environ 80 ml d'eau distillée puis 2 

ml de solution de Lugol. On ajuste chaque solution à 100 ml avec de l'eau 

distillée. L'extinction de chaque solution est mesurée à 700 ma comme 

décrit sous le point 6. 2. 1. 

6. 1. 2. 3. Calcul pour déterminer l'activité amylasique 

A chaque concentration de substrat de la courbe standard correspond une 
extinction à 700 nm. A l'aide de ces couples de valeurs on calcule une 
droite de régression. La quantité d'amylose ajoutée par gramme de matière 
sèche de sol (a) de même que la concentration d'amy lose restant après 4 
heures de réaction (b) sont établies avec les paramétres de la droite de 
régression. 

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

a-p .100 ml de solution S filtrer 

(2ml de filtrat) 

On la définit en mg d'amylose disparu par gramme de matière sèche et par 4 

heures (mg d'amylose disparu/g.m.s.4h). 
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6. 1. 2. 4. Recherche du K n 

Les résultats de 1'expérience décrite sous 6.1.2.1. sont présentés au 

tableau 28. 

Tableau 28 i Influence de la teneur en substrat sur l'activité amylasique 

du sol Steinhof. 

Quantité d'amylose Activité amylasique 

mg/g.m.s. mg amy lose utilisé/g. ro. s. Ah 

10 2.4 

20 2.9 

30 2.8 

40 2.9 

50 3.0 

60 3.8 

A l'aide de ces résultats 1/S et 1/v sont calculés puis représentés gra­

phiquement selon le modèle de Llneueaver-fiurk. S correspond à la quantité 

d'amylose (mg/g.m.s.> et v à l'activité amylasique (mg d'amylose disparu 

/g.m.s.4h). Avec les couples de valeurs 1/S et 1/v on calcule la droite de 

régression y = ax + b ou b équivaut à '/vmax e t a^ b a u 1Sn* P o u r *e S D l 

Steinhof la valeur de V est de 3.34 mg d'amylose disparu /g. m. s. et 

celle du K n est de 3.49 mg d'amylose/g.m.s. La concentration de substrat à 

choisir pour saturer 1'enzyme devrait être environ 10 fois celle du Km 

(34.9). 
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6. 1, 3. Détermination de l'activité amylasique pour 6 sols de propriétés 

physico-chimiques différentes. 

Le but de ce travail est de s'assurer que la méthode de détermination de 
l'activité amylasique est applicable à d'autres sols d'activité biologique 
plus importante que celle du sol Steinhof. Ce sol malgré la valeur de son 
rapport C/N de 5.5 présente une activité biologique faible. Celle-ci 
pourrait être due soit au bas pH du sol ou soit à une composition de la 
matière organique ne favorisant pas l'action microbienne. 

Four tester la méthode d'analyse de l'activité amylasique il est important 
de s'assurer que la concentration du substrat soit saturante pour l'enzyme 
dans les conditions expérimentales choisies (température, durée de l'incu­
bation). 

6. 1. 3. 1. Influence de la concentration du substrat. 

Les concentrations d* amy lose testées sont de 5, 10, 20, 30, 40, 50 et 60 
mg par gramme de matière sèche de sol. Le mode opératoire utilisé est le 
même que celui décrit sous le point 6. 1. 2. 1. Les résultats de cette 
expérimentation sont présentés aux tableaux 29 et 30. 

Tableau 29 : Influence de la teneur en substrat sur l'activité amylasique 

de 6 sols de propriétés physico-chimiques différentes. 

Quantité 

d'amyIose 

mg/g.m.s. 

5 
10 

20 
30 

40 
50 

60 

Steinhof 

2.0 
2.4 

2.9 
2.8 

2.9 
3.0 

3.8 

Activité amylasique 

me d'amylose disparu/g.m. 

Gänsemoos 

2.6 

3.6 
3.8 
4.9 

4.0 

5.0 
6.4 

La Chatâgne 

2.9 
4.1 
5.1 

6.0 
6.4 

7.4 
7.7 

> 
s.4h 

Liebefeld 

2.4 
3.0 

3.0 
3.5 

3.3 
3.4 

3.3 

Gasel 

2.3 
2.4 

2.5 

2.9 

2.0 
2.5 
3.0 

ErIach 

1.0 

2.0 
1.8 
2.1 

2.2 
1.8 

2.5 
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Tableau 30 : Km et Vmax de 6 sols de propriétés physico-chimiques diffé­

rentes. 

Paramètres 

biologiques 

Vmax 
Km 

Steinhof 

3.34 

3.49 

Provenance des sols 

Gànsemoos La Châtagne 

5.46 8.07 

5.59 9.16 

Liebefeld 

3.53 
2.28 

Gasel 

2.57 
0.61 

Erlach 

2.10 
0.52 

Pour chaque sol on remarque un accroissement de l'activité enzymatique 

lorsque la quantité de substrat augmente (cf. tableau 29). Cependant pour 

avoir des quantités de substrat optimales pour saturer l'enzyme (environ 

10 fois le Km), on devrait apporter dans les sols étudiés ci-dessus des 

teneurs en amylose allant de 5.21 à 91.61 mg/g.m.s. (cf. tableau 30). Vu 

que l'on ne peut pas ajouter aux sols plus de 30 mg d'amylose/g.m.s., les 

enzymes des sols Steinhof, Gänsemoos et La Châtagne se trouveront dans des 

conditions de saturation sous-optimales par le substrat. Les raisons pour 

lesquelles on ne peut pas ajouter au sol plus de 30 mg d'amylose/g.m.s. 

sont que 1'amylose est difficilement soluble dans NaOH IM (solution-mère) 

et qu'il n'est pas possible d'ajouter au sol un plus grand volume d'eau 

pour maintenir les 41.3% de la capacité maximale en eau (capacité au 

champ). 

6. 1. 3. 2. Influence du temps d'incubation. 

La relation entre la durée d'incubation et la quantité de substrat disparu 

dans les sols cités au tableau 25 sert à établir que la quantité de subs­

trat choisie (30 mg/g.m.s.) 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 matière sèche de sol, 

l'activité enzymatique est déterminée à 370C après 5, 8, 24 et 27 heures. 

On l'exprime en mg d'amylose disparu/g,m.s.h. 

Durant les huit premières heures de réaction, l'activité amylasique est 

constante pour tous les sols étudiés à l'exception du sol Gänsemoos (cf. 

tableau 31). Pour ce sol, on suppose que la faible activité observée après 

8 heures pourrait être due à une erreur expérimentale. 
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Tableau 31 i Influence du temps d'incubation sur l'activité amylasique de 

quelques sols; 

Provenance Activité amylasique en fonction du temps d'incubation, 
mg d'amylose disparu/g.m.s.h. 

24 27 

Steinhof 

La Chatâgne 
Gasel 

Gänsemoos 

0.360 

0.620 

0.260 
1.060 

0.363 
0.625 

0.263 
0.600 

0.294 

0.404 

0.171 
0.717 

0.292 

0.433 

0.170 
0.796 

Ces chiffres prouvent que la concentration de substrat est saturante pour 

1* amylase se trouvant dans chaque sol considéré en particulier pour les 4 

heures de réaction enzymatique. 

6. 2. Influence du cadmimi et du cuivre sur la Microflore naturelle et sur 
l'activité amylasique du sol Steinhof. 

Cette recherche a pour objectifs : 

- de trouver, dans le sol Steinhof natif, lequel de ces deux paramètres 
biologiques (microflore des saprophytes aérobies ou activité amylasique) 
est le plus sensible au cuivre ou au cadmium 

-d'étudier l'effet du temps d'incubation sur l'influence de chacun des 

métaux lourds sur ces deux critères biologiques. 

Si la diminution de l'activité causée par le métal est compensée après un 
mois on ne la prendra pas en considération. Au cours de cette période, les 
populations microbiennes sensibles aux métaux lourds pourraient être 
remplacées par d'autres populations résistantes synthétisant de nouvelles 

enzymes. 
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Si, au contraire, 1'influence négative après cette période subsiste on 

estimera que l'effet du métal lourd est un phénomène irréversible. 

6. 2. 1. Influence du cadmium 

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

met : 

- 94.32 g de sol frais correspondant à 80 g.m.s. de sol 

- 2 ml d'une solution de CdCIo- Les concentrations finales de Cd dans le 

sol sont 0.1 ; 0.25; 1.0; 2.5; 10; 25; 100; 250; 1000; 2500; 1O00O 

ne/e.m-E. de sol 

Les solutions de cadmium sont réparties d'une manière homogène, à l'aide 

d'une seringue montée de 2 ml., sur toute la surface du sol. On mélange 

ensuite soigneusement le sol et la solution de cadmium avec une petite 

spatule. 

- de l'eau distillée afin d'ajuster le mélange à 99.6 g pour avoir 41.3 Z 

de la capacité maximale en eau du sol (capacité au champ). 

Après avoir bien mélangé le tout on met les bouteilles en incubation à 

25°C. Après 1, 2, 4, 8, 16 et 32 jours le nombre des saprophytes aérobies 

(cf. Matériel et méthodes) et l'activité amylasique sont déterminés. 

Chaque semaine le sol est réhydraté à 41.3 X. 

La teneur en cadmium soluble est mesurée pour les échantillons prélevés 

après 32 jours d'incubation. Dans cette expérience la teneur en cadmium 

soluble correspond à la quantité de ce métal présent dans le sol sous 

forme de ion. Son analyse se fait avec une électrode spécifique au cadmium 

(cf. Hâtérie1 et Méthodes). 
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6. 2. 1. 1. Effet sur la microtlore des saprophytes aérobies 

L'effet du cadmium sur la population des saprophytes aérobies est repré­

senté à la figure 22. 

On établit une relation entre le logarithme en base 10 du nombre des 

saprophytes aérobies et la durée d'incubation. 

Pour des teneurs inférieures ou égale à 1000 tig/g.m.s. (338 jig Cd solu-

ble/g.m.s.) le nombre de germes trouvé dans le sol Steinhof n'est pas 

modifié. Des concentrations égale ou supérieures à 2500 \i& Cd/g.ro.s. (1130 
HG Cd soluble/g.m.s.) entraînent une diminution de la population des 

saprophytes aérobies. Cette diminution s'accélère avec la concentration en 

métal lourd et est irréversible au cours de 32 Jours d'incubation étudiés. 

2500 \>t et plus de Cd/g.tn.s, sont bactéricides. 

La méthode utilisée ici pour déterminer le nombre des germes présente 

certaines limites. En diluant l'échantillon de terre la concentration de 

cadmium du mileu diminue empêchant ainsi de mettre en évidence l'effet 

bactériostatique du cadmium. Cette méthode est de plus Imprécise étaant 

donné qu'on enregistre des variations situées entre 40 et 60 X. 11 est 

donc possible que pour des concentrations inférieures et égale â 1000 

ng/g.m.s. Ic cadmium exerce un effet négatif réversible sur la croissance 

des germes saprophytes aérobies. 

6. 2. 1. 2. Effet sur l'activité enzyroatique 

L'activité amylasique du sol non traité avec du cadmium diminue au cours 
de la période d'incubation (cf. figure 23). Après un mois elle représente, 
environ les 45X de celle analysée après 24 heures. 

En-dessous de 250 ne Cd total/g.m.s. l'activité amylasique dans le sol 
n'est pas modifiée. 

Entre 250 et 10000 ne /g.m.s. le cadmium cause une diminution de l'activi­

té enzymatique en fonction de sa concentration. Cet effet négatif est 

immédiat (après 24 heures) et ne s'accentue pas durant la période d'incu­

bation. 
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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. 

Ol 
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A 10'0OO H9 CdI g.m.s 
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figure 23 : Influence du cadmium sur l'activité amylasique relative du sol 

Steinhof en fonction du temps d'incubation. (1001 correspondent â l'acti­

vité mesurée dans le sol sans adjonction de Cd). 

% de l'activité 
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Cette observation suggère que la structure de l'enzyme subit une modifica­

tion au contact du metal qui la rend moins active. Cette modification de 

l'enzyme est fonction de la concentration du cadmium et est maintenue au 

cours du temps d'incubation. 

La méthode utilisée ici ne permet pas de faire une mesure in situ de 

l'activité enzymatique dans le sol. En ajoutant les solutions de tampon et 

de substrat à l'échantillon de sol on le dilue, ainsi que la concentration 

de métal, d'un facteur 35 (cf. 6. I.). Ainsi par dilution, l'effet du 

cadmium sur l'enzyme peut être réversible : en abaissant la concentration 

du métal en contact avec l'enzyme, la structure de cette dernière peut 

retrouver sa configuration fonctionnelle initiale. Notre méthode ne nous 

permet donc pas de mettre en évidence, pour des concentrations inférieures 

à 250 i>g Cd total/g.m.s., l'effet négatif réversible du métal. 

L'effet négatif observé à 250 |ig Cd total/g. m. s. est irréversible, 

c'est-à-dire que, malgré l'effet de dilution du métal, la structure enzy­

matique initiale ne peut plus être retrouvée. 

6. 2. 2. Influence du cuivre 

Afin de connaître l'influence du cuivre sur la population bactérienne et 

l'activité amylasique du sol Steinhof, on réalise la même expérience que 

celle décrite précédemment pour le cadmium (cf. 6, 2. 1.). 

Les concentrations de cuivre étudiées vont de 0.1 a 10000 Mg/g.m.s, 

Après 1, 2, 5, 9, 21 et 36 Jours d'incubation a 25°C on analyse la popula­

tion des saprophytes aérobies et l'activité amylasique. 

La concentration de cuivre soluble est analysée en fin d'expérience, elle 

correspond à la quantité de cuivre sous forme de ions. 
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fleure 2k i Influence du cuivre sur le nombre des germes saprophytes aéro­
bies du sol Steinhof en fonction du temps d'incubation. 

log (nombre des saprophytes aé rob ie s ) 

O contrôle 

• 100 ug Cu f g.m.s. 

T 250 ug Cu f g.m.s. 

D 1*000 ug Cu f g.m.s. 

• 2*500 ug CuJ g.m.s. 

A 10000 ug Cuf g.m.s. 
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6. 2. 2. 1. Effet sur la microflore des saprophytes aérobies. 

Entre 0.1 et 100 y& /g.m.s. le cuivre n'influence pas le nombre des bacté­

ries (cf. figure 24). 

Pour des concentrations situées entre 100 et 250 i»g/g.m.s. (0.06 et 4.9 ^g 

Cu soluble/g.m.s.) le cuivre entraîne une augmentation du nombre des 

germes des saprophytes aérobies. Cet accroissement pourrait s'expliquer 

par les hypothèses suivantes : 

- le sol Steinhof peut présenter une carence en cuivre pour la croissance 

des germes microbiens. En ajoutant au sol cet élément on favorise un 

développement optimal des populations microbiennes. 

- des populations sensibles au cuivre peuvent être remplacées par des 

populations microbiennes résistantes, préexistantes ou mutantes, dont le 

développement est supérieur à celui des populations initiales. 

A partir de 1000 pg/g.m.s. (197 ^g Cu soluble/g.m.s.) le cuivre réduit le 

nombre des saprophytes aérobies dès le premier jour d'incubation. Cette 

diminution du nombre des germes créée par le cuivre est fonction de sa 

concentration et n'est pas annulée après une période d'un mois d'incuba­

tion pour le domaine de concentrations étudié. 

6. 2. 2. 2. Effet sur l'activité amylasique. 

Pour des concentrations inférieures à 100 ^g/g.m.s. (0.06 us Cu 

soluble/g.m.s.) le cuivre n'exerce aucun effet négatif sur 1'activité 

amylasique du sol Steinhof. Entre 100 et 10000 )>g/g.m.s. (0.06 et 8288 e g 

Cu soluble/g.m.s.) cet élément entraîne une inhibition de l'activité 

enzymatique qui est fonction de sa concentration ( cf. figure 25). Cet 

effet négatif par rapport au sol témoin est immédiat (après 24 heures 

d'incubation) et n'est pas accentué avec le temps. 

La diminution de l'activité amylasique est maintenue constante durant le 

temps d'incubation dans le sol contenant 10000 )ig Cu total/g.m.s. Avec 

1000 v>S Cu total/g.m.s. l'activité amylasique augmente de 5 à environ 50X 

entre le troisième et le vingtième jour d'incubation. Cette augmentation 

de l'activité pourrait s'expliquer par le fait que des populations micro­

biennes résistantes au cuivre deviennent, après vingt jours, prédominantes 

et synthétisent de nouvelles enzymes. 
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figure 25 : Influence du cuivre sur l'activité amylasique relative du sol 

Steinhof en fonction du temps d'incubation. O00Î correspondent à l'acti­

vité mesurée dans le sol sans adjonction de Cd). 

% de l'activité 
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O contrôle 

• 100 M9 fg-m.s. 

T 250 pg ig.m.s. 

a rooo (jg 'g.m.s. 
A 10000 pg /g.m.s. 
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6. 3. Stérilisation du sol 

Afin de pouvoir rechercher la réponse de B.licheniformis au cuivre et au 

cadmium on procède à la stérilisation du sol. Cette étude a pour but de 

rechercher une méthode de stérilisation permettant : 

- de tuer la microflore naturelle du sol 

- d'éliminer ou de diminuer d'une manière importante l'activité amylaslque 

native. 

La méthode de stérilisation ne doit, cependant pas entraîner de grandes 

modifications des propriétés physico-chimiques du sol. 

Les traitements de stérilisation étudiés sont : 

- l'autoclavage 

- la tyndallisation 
- l'irradiation par rayonnement gamma d'intensité de 3, 8 ou 12 Mrad. 

Ces méthodes de stérilisation sont décrites sous le point 3. 8. (cf. 
Matériel et Méthodes). Pour estimer l'efficacité de ces différents traite­
ments, le nombre de germes bactériens et l'activité amylaslque sont déter­
minés. Ces méthodes sont décrites respectivement sous les points 3. 9. 1. 
(cf. Matériel et Méthodes) et 6. 1. Après stérilisation on observe l'effet 
des différents traitements sur la population bactérienne et l'activité 
amylaslque. 

6. 3. 1. Effet sur la microflore 

Au tableau 32 on remarque que, pour chaque traitement, à l'exception de la 
tyndallisation, les bactéries présentes dans le sol sont éliminées. Parmi 
les 5.10 bactéries présentes initialement dans le sol 52 germes résistent 
a la tyndallisation. 
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6. 3. 2. Effet sur l'activité amylasique 

Le mode de stérilisation le plus efficace pour abaisser l'activité enzyma-

tique des amylases est l'irradiation du sol avec un rayonnement gamma 

d'intensité 12 Hrad ( cf. tableau 32). L'activité enzymatique correspond 

aux 26.JX de la valeur témoin. L'autoclavaee et la tyndallisatlon rédui­

sent de la mime manière l'activité enzymatique (381). Ce traitement n'est 

cependant pas très approprié pour notre étude car il entraîne de grandes 

modifications des propriétés physico-chimiques des sols. 

Tableau 32 i Influence du mode de stérilisation sur la population bacté­
rienne et sur l'activité amylasique absolue et relative (Z de la valeur 
obtenue pour le sol témoin) du sol Steinhof. 

Traitement Bactérles/g.m.s. Activité amylasique 

de 

stérilisation me amylose disparu/ X 
g.m.s.5h. 

Non traité S 

Autoclavage(120°C,30 min.) 0 

Rayonnement gamma. 

3 Mrad 0 
8 Hrad 0 
12 Hrad 0 
Tyndallisation(100°C,30min 

trois fois à Intervalle de 
24 heures) 52 

2.52 100 

0.96 3S.1 

1.51 60 
0.80 31.8 
0.66 26.2 

0.96 38.1 

10 
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6. 4. Recolonisation du sol irradié par B. licheniformls 

Cette étude a pour objet d'introduire, dans le sol Steinhof stérilisé, 

B.licheniformis s^ afin de : 

- suivre son développement 

- étudier la synthèse de son «-amylase après avoir amendé le sol avec de 

l'amidon à IX. 

Dans le but de vérifier, après l'introduction de B.lichenlforrnis s^ dans 

le sol, que la hausse de l'activité cx-amylasique provient réellement du 

métabolisme bactérien, on teste l'effet du surnageant de la préculture. Le 

surnageant contient de 1* «-amylase produite lors de la croissance de 

B.licheniformis Si en milieu liquide. Dans le sol, au cours du temps 

d'incubation, cette activité devrait rester constante ou diminuer étant 

donné que le surnageant est dépourvu de bactéries. En revanche, dans 

l'échantillon de sol contenant B.licheniformis s ̂ on devrait observer 

pendant la durée d'incubation une augmentation de l'activité cx-amylasi-

que. 

Parmi les différents traitements de stérilisation du sol, l'irradiation 

gamma est choisie pour l'étude sur la recolonisation bactérienne. La 

raison de ce choix est que ce procédé entraîne moins de perturbations des 

propriétés physico-chimiques du sol que celui avec la chaleur (PSTERSOH, 

1962, MCLAREN et al. 1957, STOTZKY et al. 1959). 

Dans des bouteilles en verre de 250 ml préalablement stérilisées, on met : 

- 29.A g de sol frais stérilisé soit avec 3 Mrad soit avec 12 Mrad. Cette 

quantité correspond à 25 g de matière sèche de sol. 

-0.89 ml d'une solution d'amidon à 28X équivalent à une concentration 

finale dans le sol de IX. Cette solution est répartie uniformément, à 

l'aide d'une seringue, à la surface du sol. On mélange ensuite soigneu­

sement le sol et la solution d'amidon. 

- 0.85 ml d'une préculture de B. licheniforrais (Matériel et Méthodes) ou, 

pour la valeur témoin, 0.85 ml du surnageant de la préculture. On répar­

tit ces solutions de la même manière que celle décrite précédemment pour 

la solution d'amidon. Le surnageant est obtenu comme suit : la précultu­

re est centrifugée à 4500 g â 40C pendant 15 minutes. Le surnageant est 

récolté dans un récipient stérile. Il est ensuite stérilisé par filtra­

tion. 
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fleure 26 

formis s^ 
Recolonisation du sol stérilisé par radiation y par B.licheni-

m 

ioV 

10 

10 

O 3 Mrad 

D 12 Mrad 

O 7 8 
jours 
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- à ce mélange on ajoute de l'eau stérile Jusqu'à l'obtention de 41.31 de 

la capacité maximale en eau du sol. On mélange ensuite le tout. 

Un premier témoin est réalisé comportant le sol stérilisé sans adjonction 

d'amidon et de bactéries. Le second est composé uniquement de sol stérili­

sé et d'eau stérile. 

Ces bouteilles sont incubées à 250C. Aux temps d'incubation 0, 4, 5, 6, 7 

et 12 jours, le nombre de colonies de B.licheniformis et l'activité de 1' 

«-amylase sont analysés. 

La teneur en eau du sol est réajustée chaque fols qu'un échantillon est 

analysé. 

6. 4. 1. Effet sur la population bactérienne et sur l'activité de 1' 

«-amylase 

La population de B. licheniformis n1 augmente que très faiblement dans le 

sol irradié (cf. figure 26). Ce manque de croissance peut être dû soit à 

la présence de substances toxiques ou inhibitrices dans le sol, soit parce 

que le sol présente des conditions favorables pour la sporulation. 

Le bombardement du sol avec du Co cause une radiolyse de 1 ' eau avec 

formation de radicaux H, OH, HO2- Ces substances hautement réactives en 

réagissant, soit avec les protéines, soit avec les acides nucléiques 

(SCHOLES, G., WEISS, J., 1960) peuvent empêcher un développement bactérien 

optimal. 

On aurait pu vérifier cette hypothèse en inoculant le sol stérile avec du 

sol frais. Un faible développement de la population mixte aurait indiqué 

que le sol stérile contenait effectivement des substances toxiques ou 

inhibitriees pour les microorganismes. 

L'Influence de la recolonisation du sol irradié par B.licheniformis, sur 

l'activité de 1' «-amylase est présentée aux figures 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.licheniformis. L'activité enzymatique 

du contrôle (sol irradié sans adjonction) commence à diminuer approximati­

vement après A jours d'incubation a 250C. L'activité du sol contenant 

B.licheniforrnis augmente légèrement pendant les quatre à cinq premiers 

jours d'incubation avant de diminuer. 
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figure 27 : Influence de la recolonisation du sol Steinhof, irradié avec 3 

Hrad, par B.lichenifomis S4 sur l'activité de IV-amylase. 
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figure 26 : Influence de la recolonisation du sol Steinhof,irradié avec 12 
Mrad, par B.licheniformis S^ sur l ' a c t iv i t é de lV-anylase. 
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On observe, malgré cette diminution, que l'activité amylasique du sol 

contenant B.lichenlformls est plus élevée que celle du sol renfermant le 

surnageant seul. Ceci laisse supposer qu'entre le quatrième et le septième 

Jour d'incubation et le cinquième et douzième jour respectivement pour le 

sol traité avec 3 et 12 Mrad la diminution de l'activité est compensée par 

une légère synthèse. Cette synthèse est cependant trop faible pour permet­

tre une étude avec les métaux lourds qui soit représentative. 

6. 4. 2. Influence de la L-alanine sur la recolonisation du sol irradié 

avec 3 Mrad par B. llcheniformis 

Lorsqu'on inocule le sol Steinhof irradié avec B.llcheniformis S^ cette 

bactérie présente une faible croissance et peu d'activité enzymatique. 

Afin de tester si cette inertie est due a la sporulation bactérienne on 

tente d'ajouter au sol une substance connue comme agent germinateur des 

Spores (L-AIa). Pour réaliser cette expérience on choisit de travailler 

avec le sol irradié avec 3 Mrad. Pour cette dose, la microflore native du 

sol Steinhof est éliminée alors que l'activité enzymatique est réduite 

d'environ 4OX seulement. Si an opte tout de même pour 3 Mrad c'est pour, 

éventuellement, diminuer la formation des substances toxiques issues lors 

du traitement du sol au rayonnement gamma. Ces substances peuvent entraver 

le développement bactérien. 

Dans des bouteilles en verre de 2S0 ml stériles, on ajoute : 

- 29.4 g. de sol frais stérilisé avec 3 Mrad. Cette quantité équivaut à 25 

g.m.s. de sol 

- 2.5 g. de L-AIa. Le sol témoin se trouve sans adjonction de L-AIa. 

- 0.89 ml d'une solution d'amidon a 28Z (concentration finale IX) 

- 0.85 ml d'une préculture de B.llcheniformis s^ 

La façon de répartir la solution d'amidon et la préculture est décrite 

sous le point 6. 4. 

A ce mélange on ajoute de l'eau stérile Jusqu'à l'obtention de 41.3Ï de la 

capacité maximale en eau du sol. 
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Après 2 heures, 2, 4, 7 et 14 jours d'incubation à 25°C on analyse le 

nombre de colonies de B.licheniformis s^ formées sur du Nutrient Agar et 

l'activité amylasique des échantillons. 

L-AIa semble engendrer une augmentation de la population de B.lichenifor­

mis tout de suite après son addition dans le sol {cf. figure 29). Après 

deux jours d'incubation le nombre de B. licheniformis est redescendu A la 

valeur du témoin. Ce fait est surprenant étant donné qu'il faudrait aux 

microorganismes plusieurs heures pour se développer. Il se pourrait que la 

façon de répartir B.licheniformis dans le sol ne permette pas d'obtenir 

une bonne homogénéité des échantillons. Celui contenant L-AIa au temps 0 

pourrait avoir plus de bactéries que les autres. On aurait pu vérifier 

cette hypothèse en prélevant plusieurs échantillons dans une même bouteil­

le. 

L'activité de 1' «-amylase n'est pas influencée de manière significative 

par L-AIa (cf. tableau 33 ). Elle correspond ä l'activité enzymatique 

après l'Irradiation puis diminue avec la durée d'incubation. 

Tableau 33 t Influence de la L-Alanine (L-AIa) sur l'activité de 1' »-amy­

lase du sol Steinhof irradié avec 3 Hrad puis recolonisé par B.lichenifor­

mis 

Durée d'incubation Activité de 1' «-amylase 

jour mg d'amylose disparu/g.m.s.24h 

Sans L-Ala Avec L-AIa 

0 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 Hrad, par B.licheniformis s^. 

10 

O 

D 

sans L-AIa 

plus L-AIa 

14 jours 
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6. 4. 3. Influence de la teneur en amidon sur la recolonisation du sol 

irradié avec 3 Mrad par B. licheniformis et sur l'activité amyIa-

sigue 

Afin de connaître si l'inactivité de B.licheniformis S 4, dans le sol 

irradié avec 3 Mrad, est due à une carence en nutriment carboné, on ajoute 

au sol de l'amidon de manière à obtenir une concentration finale de 1, 2 

et 4X. De plus, on expérimente si la croissance bactérienne est meilleure 

à 250C qu'à 370C. 

Cette expérience est réalisée dans des bouteilles en verre de 250 ni 

stériles dans les mêmes conditions que celles décrites précédemment (cf. 

6,4.). Le sol contrôle correspond au sol inoculé avec B.licheniformis S^ 

sans adjonction d'amidon. Après 2 heures, 3, S et 6 jours d'incubation 

soit à 250C soit à 370C on détermine le nombre de B. licheniformis et 

1 ' activité amylasique du sol. Le sol est ramené à 41. 3Z de sa capacité 

maximale en eau. 

Les résultats sont présentés aux tableaux 34 et 35. 

On ne remarque aucune influence de la température sur le nombre de B.li­

cheniformis. Comparé avec le contrôle, l'adjonction d'amidon semble en­

traîner une diminution du nombre de bactéries. Cependant la variation des 

résultats observée au tableau 34 ne permet de tirer aucune conclusion. 

L'activité amylasique du sol Irradié n'augmente pas ni à la suite d'une 

adjonction d'amidon ni en élevant la température à 37°C (cf. tableau 35). 

Au contraire lorsqu'on la compare avec celle du sol contrôle, l'activité 

enzymatique des sols amendés avec de l'amidon est plus faible. On observe 

une exception pour 1'expérience réalisée à 37°C après 5 jours d'incuba­

tion. D'une manière générale, une élévation de la température à 370C 

semble entraîner une baisse de l'activité lorsqu'on la compare à celle 

analysée à 250C (sauf après 5 jours d'incubation). 

Vu la grande variation des résultats obtenus à partir de cette expérience 

il n'est pas possible de tirer des conclusions sur l'effet soit de la 

température soit de l'amidon sur le nombre des bactéries et de l'activité 

amylasique analysés dans le sol. 

Cette grande variation pourrait provenir d'une distribution non homogene 

de la source carbonée. De plus, l'adjonction au sol de l'amidon entraîne 

du collage des particules de sol et ceci pourrait créer des microsites 

anaérobies alternant avec d'autres aérobies rendant ainsi l'échantillonage 

hétérogène. 
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Afin de vérifier ceci on aurait dû analyser dans un système expérimental 

(une bouteille de terre contenant une concentration d'amidon) la variation 

de la population bactérienne et celle de l'activité amylasique. 

Tableau 34 i Influence de la teneur d'amidon ajouté au sol et de la tempé­
rature sur la recolonisation du sol Steinhof irradié avec 3 Mrad par Ji. 
licheniforais 

Durée Nombre de bactéries {.103/e.m.s.) 

d'incubation Contrôle Amidon IX Amidon 2X Amidon 4X 

jour 250C 37°C 2S0C 37°C 250C 370C 250C 370C 

0 

3 

5 

6 

9.A 

130.0 

1*7.0 

234.0 

55 

110 

191 

198 

24.7 

1.3 

14.2 

112.0 

14.1 

1.4 

11.3 

15.4 

8.3 

6.3 

9.6 

12.6 

4.8 

6.9 
9.4 

20.0 

2.1 

7.8 

11.6 

16.7 

3.4 

ll.l 
12.5 

11.4 

Tableau 35 t Influence de la teneur en amidon ajouté au sol et de la 
tenpérature sur l'activité amylasique du sol irradié avec 3 Mrad après 
inoculation par B.licheniformis 

Durée Activité de l1 oc-amylase 
d'incubation (me d'amylose disparu/e>n.s.24h 
jour 

Contrôle Amidon IX Amidon 2X 

250C 370C 250C 370C 25°C 37°C 
Amidon 4X 
25°C 37°C 

5.7 
5.4 

5.3 
5.6 

5.1 
5.0 

4.3 
6.0 

-
5.2 

5.1 
4.8 

5.3 
4.7 

5.5 
3.4 

4.9 
5.5 

5.0 
4.3 

4.9 
4.9 

5.0 
4.0 

5.1 
5.7 
4.4 
4.3 

4.1 
5.3 

4.5 
3.4 
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6. 5. Influence de l'inoculation par B. licheniformis du sol Steinhof 

naturel après ad!onction d'amidon sur la population bactérienne 

Etant donné que dans le sol irradié B.lichenifonnis s^ se développe mal et 

ne synthétise que très peu d' «-amylase on choisit de travailler avec le 

sol Steinhof natif. Cette étude a pour but d'inoculer le sol Steinhof, 

amendé avec de l'amidon à IX, avec B.licheniformis S^ afin d'observer : 

- le développement de B.licheniformis s^ 

- la croissance des saprophytes aérobies 

- la synthèse amylasique 

Afin de vérifier si la synthèse amylasique du sol provient du métabolisme 

de B.licheniformis s^ on teste l'activité enzymatique du sol contenant de 

l'amidon à IS et du surnageant de la préculture de B.lichenifonnis. 

Dans des bouteilles en verre de 250 ml stériles, on met : 

- 29.4 g de sol frais (25 g.m.s. de sol) 

- 0,89 ml d'une solution d'amidon à 28% équivalent à une concentration 

finale de It 

- 0.85 ml d'une préculture de B.licheniformis S^ ou de surnageant 

On répartit la solution d'amidon et la préculture de B.licheniformis comme 

décrit sous le point 6.4. 

A ce mélange on ajoute de l'eau stérile jusqu'à l'obtention de 41.3% de la 

capacité maximale en eau du sol. 

Après une incubation de 2 heures, 4, 5 et 7 Jours à 25°C on analyse la 

quantité des saprophytes aérobies, celle de B.lichenifonnis S^ et l'acti­

vité amylasique du sol. Pour dénombrer B.licheniformis S^ on compte les 

colonies en forme de lichen que forme cette bactérie sur le Nutrient Agar. 

Lorsqu'on n'ajoute pas de B.lichenifonnis au sol, on ne remarque que très 

rarement la présence de colonies en forme de lichen sur les boîtes de 

Pétri. Le sol contrôle correspond au sol amendé avec le l'amidon à IX sans 

adjonction ni de surnageant, ni de préculture bactérienne. 
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6. 5. 1, Influence sur la microflore bactérienne 

Dans le eoi inoculé par B.licheniformis s^ on remarque, quelques heures 
après l'inoculation, que la population des saprophytes aérobies est moins 

élevée que celle du sol contrôle (cf.tableau 36). L'adjonction d'amidon 

provoque l'agrégation des particules du sol. Ainsi il se pourrait que 

B.licheniformis soit réparti de manière non uniforme. L'échantillon de sol 

inoculé par B.licheniformis et prélevé au jour zéro contiendrait moins de 

bactéries. On aurait pu vérifier cette hypothèse en prélevant dans une 

bouteille plusieurs échantillons afin de connaître la répartition des 

bactéries. 

Au cours du temps d'incubation on n'observe aucune augmentation du nombre 
ni des saprophytes aérobies ni de B.licheniformis s^ ceci soit pour le sol 
inoculé, soit pour le sol contrôle. Ainsi dans ces conditions expérimenta­
les, l'amidon n'Induit pas le développement ni de la population bactérien­
ne totale ni celle de B.licheniformis. 

Tableau 36 i Influence de l'inoculation du sol Steinhof, amendé avec IX 

d'amidon, 

bies et de 

Durée 

par B.licheniformis . 

B 

d'incubation 

Jour 

0 

4 

5 

7 

.llcheniformis 

Contrôle 

Nombre de 

bactéries 

.10* 

160 

142 
111 

179 

s4 

Nombre 

B, 

&4 sur 

de 

la 

.licheniformls 

O 

0 
0 

0 

croissance des 

Sol 

par 

Inoculé 

saprophytes aéro-

B, licheniformls 

Nombre de 

bactéries 

.1O6 

65.5 

158.0 

191.5 

162.0 

Nombre de 

B. 1icheniformis 

.10* 

0.75 

0 

0.50 

0.67 
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6, 5. 2. Influence sur l'activité amylasique 

Dans cet essai on considère la biosynthèse enzymatique durant trois pha­

ses, définies comme suit (cf.figure 30) : 

- phase 1 : correspondant à la synthèse enzymatique entre les jours 0 et 

2. 

- phase 2 : synthèse ayant lieu entre les jours 2 et 5. 

- phase 3 : synthèse ayant lieu entre les Jours 5 et 7. 

On a choisi ces 3 phases afin de pouvoir, 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 

après une latence de 24 à 48 heures une adaptation au cadmium de la crois­

sance de B.licheniformis. 

Pour calculer la biosynthèse on établit cette relation : 

A x - A y 

X - y 

avec x " 2; y = 0 pour la phase 1 

x = 5; y = 2 pour la phase 2 

x • 7 ; y s 5 pour la phase 3. 

On observe pour le sol témoin une biosynthèse enzymatique maximale durant 

la phase 1 puis elle diminue lors des deux phases successives. 

On remarque durant la phase 1 que la biosynthèse amylasique, dans le sol 

contenant soit le surnageant soit B.licheniformis s, est supérieure à 

celle mesurée dans le sol témoin. On ne distingue cependant aucune influ­

ence de B.licheniformis St sur la biosynthèse enzymatique. On obtient 

effectivement la même biosynthèse dans les sols traités soit avec B.liche­

niformis soit avec le surnageant. 

L'augmentation de la biosynthèse observée dans les sols contenant le 

surnageant ou B.licheniformis s. pourrait s'expliquer par le fait que la 

culture bactérienne contient des molécules stimulant la biosynthèse amyla­

sique des germes amylolytlques présents dans le soi. L'augmentation de la 

synthèse ne peut pas provenir de B.licheniformis s^ puisque les activités 

enzyffiatiques considérées aux jours 0 et 2 (cf. tableau 37) sont identi­

ques quel que soit le sol considéré (les traitements faits). 
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Durant les phases 2 et 3 on observe, comme pour le sol témoin, une diminu­

tion de la biosynthèse dans les sols contenant soit le surnageant soit 

B.licheniformis s«. 

Tableau 37 : Effet de l'inoculation du sol Steinhof par B.licheniformis 

sur l'activité amylasique après adjonction d'amidon à IX 

Durée d'incubation 

Jour 

Activité amylasique 

mg d'amylose disparu/g.m.s.4h 

Contrôle Sol 

+ surnageant 

Sol 

+B.1icheniformis 

2.6 

2.6 

5.6 

9.2 

10.6 

9.4 

2.6 

2.8 

7.4 

8.0 

10.2 

10.3 

2.5 

2.7 

7.3 

9.1 

9.6 

11.6 

6. 6. Influence du cadmium sur la synthèse de !'amylase, la microflore 

totale et amyIoIytique du soi Steinhof 

Après avoir Inoculé le sol Stelnhof stérile avec B.licheniformis s ̂ on 

s'est aperçu que la croissance bactérienne de même que la synthèse de son 

«-amylase étalent trop faibles pour entreprendre une étude avec les métaux 

lourds. 

Le développement de la population bactérienne ainsi que la synthèse amyla­

sique n'ont pas été améliorés après adjonction soit d'un agent germinateur 

soit d'une source de carbone (amidon). 

Dans cette expérience on décide d'étudier l'effet des métaux lourds sur la 

synthèse amylasique régie par la population amylolytique du sol Steinhof 

natif amendé avec de l'amidon à IX. 
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Ce travail a pour buts : 

- de déterminer lequel des paramètres - synthèse enzymatique, population 

des saprophytes aérobies et celle des germes amylolytiques - réagit avec 

le plus de sensibilité au cadmium. 

- d'observer si, comme dans la solution synthétique liquide, on a, après 

48 heures, la sélection de souches résistantes au cadmium. 

Dans une boîte de polystyrol préalablement stérilisée avec de l'alcool on 

met : 

- 58.8 g. de sol frais correspondant a 50 g.m.s. de sol 

- 5 g. d'amidon 

- 1.65 ml d'une préculture de B.licheniformls 

On choisit d'ajouter au sol cette bactérie, bien qu'elle n'ait qu'une 
faible influence sur la biosynthèse amylasique, car elle a été le sujet de 
la première partie de notre étude. 

- 1 ml de solution de CdCK de différentes concentrations. Ces concentra­

tions sont choisies de manière à ce que les concentrations finales de Cd 

soient 0.1; 1; 1Oj 100; 1000 et 10000 jig/g.m.s. 

- de l'eau stérile de façon à ce que le sol ait 41.3Z de sa capacité 
maximale en eau. 

La répartition de la préculture et des solutions de cadmium ajoutées au 

sol est décrite sous le point 6. 4. 

Après 2 heures, 2, 4 et 7 Jours d'incubation à 250C, on analyse le nombre 
de bactéries saprophytes aérobies, amylolytiques et l'activité amylasique. 
Le nombre des bactéries est déterminé selon la méthode du nombre le plus 
probable de germes (cf. tables de HcCrady). 

La quantité de Cd soluble est déterminée après 7 Jours d'incubation. 
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La synthèse amylasique est définie selon trois étapes : 

- la synthèse entre les jours 0 et 2 (phase 1) : 

A 2 - A 0 

t2 - t„ 

- la synthèse entre les Jours 2 et A (phase 2) : 

A 4 - A 2 

t4 - I2 

- la synthèse entre les jours 4 et 7 (phase 3) : 

A 7 - A 4 

t7 - t4 

avec A Q 1 A2, A4, A7 = activité enzymatique mesurée aux jours 0, 2, 4 et 

7. 
1O* *2* t 4 > t7 " t e m P s d'incubation 0, 2, 4 et 7 Jours 

6. 6. 1. Effet sor la microflore totale et amylolytique 

Pour des concentrations de cadmium inférieures à 100 ne Cd total/g.m.s. la 

population des germes saprophytes aérobies n'est pas influencée (cf. 

figure 31). 

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 à 

celui que l'on détermine dans le sol témoin. Il semblerait qu'on ait ici 

la destruction des germes saprophytes aérobies sensibles au cadmium. 

Avec 100 j»g Cd total /g. m. s. on remarque une forte augmentation de la 

population des germes saprophytes aérobies entre les Jours 2 et 4. Il est 

possible qu'après 4 Jours d'incubation une flore mutante ou préexistante 

résistante au cadmium supplante la population dominante initiale sensible 

au cadmium. 
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flgure 31 : Influence du cadmium sur la population des saprophytes aéro­

bies du sol Steinhof naturel amendé avec IZ d'amidon. 

O contrôle 

A "IpgCdJg.m.s. 

• 10ugCdlg.m.s. 

D 100pgCdfg.m.s. 

• rOOOfjgCdîg.m.s. 

• 10'OOOfjg Cd/g.m.s. 

O 7 jours 



- 123 -

figure 32 : Influence du cadmium sur la population des germes amylolyti-

ques du sol Steinhof natif amendé avec IX d'amidon. 

8 

O contrôle 

A 1 (jgCdlg.m.s. 

T 10 fjgCdfg.m.s. 

D 100 pgCd/g.m.s. 

• 1000 pgCd/g.m.s. 

• 10*000 pgCd/g.m.s. 

7 jours 



- 124 -

Avec 1000 i>s Cd total/g.m.s. on n'observe aucune variation importante du 

nombre des germes totaux durant la période d'incubation. 

Avec 10000 ne Cd total/g.m.s. une partie des germes saprophytes aérobies 
est détruite durant les deux premiers Jours d'incubation puis n'est pas 
remplacée. 

Il semblerait que la sélection d'une flore résistante au cadmium a lieu 

jusqu'à une certaine concentration de métal puis au-delà aucune sélection 

de germes résistants n'est possible. 

La population des germes amylolytiquess réagit d'une manière analogue à 

celle des saprophytes aérobies. En-dessous de 100 pg/g.m.s. le cadmium 

n'influence pas d'une manière significative le développement des germes 

amylolytiques (cf.figure 32). 

Avec 100 vz Cd total/g.m.s. le nombre des germes amylolytiques se trouve 
en dessous de celui qui est analysé dans le sol témoin durant les deux 
premiers Jours d'incubation. Après 48 heures le nombre des germes amyloly­
tiques augmente. 

Ces observations suggèrent que la flore initiale est détruite par le 
cadmium puis, après 4 et 7 jours, une flore résistante au cadmium s'ins­
talle. 

Avec 1000 et 10000 ng Cd total/g.m.s. la flore amylolytique réagit au 
cadmium de la même façon que la flore des saprophytes aérobies. 

Il n'est pas à exclure que le cadmium pourrait avoir un effet bactéricide 
au-dessous de 100 H E Cd total/g.m.s. vis à vis d'une flore sensible à ce 
métal. Cependant notre méthode de détermination du nombre des germes ne 
permet pas d'observer les variations dans l'équilibre des populations 
microbiennes. 

6. 6. 2. Effet sur la synthèse anylasique 

Lors de la première phase (0-2jours) on observe une augmentation de la 

biosynthèse amylasique en présence de 1 ng Cd total/g.m.s. (figure 33). 
Cette stimulation pourrait résulter d'une perturbation de cette synthèse 
enzymatique. Au-delà de 10 us /g.m.s. le cadmium réprime la biosynthèse. 
En présence de 1000 et 10000 fg Cd total/g.m.s. l'enzyme est détruite. 
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Durant la seconde phase (2-4 Jours) la biosynthèse amylasique est retardée 

en présence de 1000 i»g Cd total /g. m. s. 

Lors de la troisième phase (4-7 Jours) on remarque qu'avec 100 et 1000 i>g 

Cd total/g.m.s. la biosynthèse enzymatique est supérieure & celle du sol 

témoin. 

Ces derniers résultats suggèrent que la biosynthèse qui a lieu après 48 
heures provient de l'activité d'une nouvelle flore microbienne résistante 
au cadmium. De plus il se peut qu'on ait la synthèse de nouvelles amylases 
plus résistantes au cadmium que les amylases préexistantes. 

Tableau 38 

hof amendé 

Teneur 

en cadmium 

HÊ/E.III.S 

0 

0.1 

1 

10 

100 

1000 

10000 

: Influence du 

avec n 
cadmium 

d'amidon. 

Durée 

J 
0 

3.1 
3.3 

2.8 

3.0 

3.1 

3.0 
3.0 

sur 1' 

d'Incubation 

our 

2 

6.3 
6.4 

7.0 

6.0 

5.1 

2.6 
1.7 

activité amylasique 

4 

7.5 

6.7 

7.1 

8.1 
7.4 

7.1 
2.2 

du sol Stein-

7 

7.3 

6.8 
6.8 

7.0 
10.0 

9.3 
2.4 

6. 7. Influence du cuivre sur la synthèse amylasique la microflore totale 

et amyIoIytique du sol Steinhof 

Cette expérience est réalisée de la même manière "que celle décrite sous le 
paragraphe 6. 6. Le cuivre est ajouté h la place du cadmium. Les concen­
trations de cuivre choisies sont les mêmes que pour le cadmium. L'analyse 
du cuivre soluble est aussi réalisée 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 avec IX d'amidon. 

~ 9 

8 — 

O contrôle 

A 1 ugCu/g.m.s. 

T 10|jgCu/g.m.s. 

D 100ugCu/g.m.s. 

• VOOOpgCu/g.m.s. 

• 10'OOOpgCu/g.m.s. ^ L 

7 jours 
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f leure 35 : Influence du cuivre su r l a population des serines amylolytiques 
du sol Steinhof na ture l amendé avec IX amidon. 

B\-

Ui 
(D 
3 

•H 

O contrôle 

A 1 fjg Cu/ g.m.s. 

T 10 pg CuI g.m.s. 

O 100 pg Cu/g.m.s. 

• 1000 pg Cu f g.m.s. 

• 10000 pg Cu /g.m.s. 

7 jours 
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6. 7. 1. Effet sur la microflore totale et amyIoIytique 

Pour le sol témoin et pour les sols contenant 1, 10 et 100 us Cu/g.m.s. la 

population des saprophytes aérobies augmente durant le temps d'incubation 

(cf. figure 34). La croissance est plus rapide pour les sols contenant 10 

et 100 t'g Cu total/g.m.s. 

En présence de 1000 et 10000 ng Cu total/g.m.s. la population microbienne 

diminue durant les quatre premiers jours d'incubation. Cette diminution 

est fonction de la concentration du cuivre et pourrait provenir de l'éli­

mination des germes sensibles. Après sept jours le nombre des germes 

saprophytes aérobies, comparé avec celui obtenu après quatre Jours, a 

augmenté. Cette observation suggère qu'une nouvelle flore, mutante ou 

préexistante, résistante au cuivre a remplacé la population initiale 

sensible au cuivre. 

La microflore amylolytique ne semble pas être influencée significaiivement 

en-dessous de 100 \>g Cu total/g.m.s. (cf.figure 35). 

Avec 100, 1000 et 10000 ^g Cu total/g.m.s. le nombre des germes Initiale­

ment présents est inférieur à celui qui est déterminé dans le sol témoin. 

En présence de 100 ng Cu total/g.m.s.le nombre des germes amylolytiques, 

après une phase de latence de 48 heures, subit une forte augmentation qui 

pourrait être due au développement d'une nouvelle flore résistante au 

cuivre. Avec 1000 |jg Cu total/g.m.s. on observe Ie mime phénomène mais 

d'une manière moins distincte. 

Avec 10000 t>£ 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 aussi élevées la sélection de germes résistants au 

cuivre n'ait plus lieu. 

6. 7. 2. Influence sur la synthèse amylasique 

Lors de la première phase (0-2 jours) la synthèse enzymatique n'est pas 

réprimée pour des concentrations inférieures à 100 |»g Cu total/g.m.s. Avec 

100 (ig Cu total/g.m.s. on observe une répression de la biosynthèse enzyma­

tique qui augmente avec la concentration du métal (figure 36). 
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Durant la seconde phase (2-4 Jours), la synthèse amylasique est retardée 

en présence de 1000 v g Cu total/g.m.s. Avec 10000 ne Cu total/g.m.s. la 
biosynthèse est totalement réprimée. 

Lors de la troisième phase (4-7 Jours), la biosynthëse enzymatique en 

présence de 100 et 10000 i*g Cu total/g.m.s. est plus élevée que celle que 

l'on détermine dans le sol témoin. 

Ces résultats suggèrent les hypothèses suivantes : 

- la biosynthèse amylasique due à des germes sensibles au cuivre (phase 1) 

est réprimée a partir de 100 ng Cu total/g.m.s. 

- après 48 heures (phase 2) une flore mutante ou préexistante résistante 
au cuivre remplace la population des germes amyIoIytiques sensibles 
initialement dominante. Cette nouvelle flore synthétise de nouvelles 
enzymes. Celles-ci peuvent être plus résistantes au cuivre que celles 
qui se trouvaient au départ dans le sol. 

Tableau 39 i Influence du cuivre sur l'activité amylasique du sol Steinhof 

amendé avec IX d'amidon. 

Teneur Durée d'incubation 
en cuivre jour 
t>g/g.m.s. 

totale 0 2 4 7 

0 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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?. D i s c u s s i o n 

Dans un milieu liquide synthétique, on a testé l'influence du cadmium et 

du cuivre sur la croissance de B. lichenifonais, la synthèse et l'activité 

de son «-amylase. Afin d'exprimer la toxicité des métaux lourds à l'égard 

de ces paramètres biologiques, on a défini trois paramétres: la concentra­

tion limite de toxicité (CLTJ1 les concentrations causant soit 20 (IC20) 

soit 50 X (ICJQ) d'inhibition. Ces valeurs ont été obtenues mathématique­

ment. Dans la seconde phase du travail, on a observé dans un milieu com­

plexe, le sol, quelles étalent les réponses au cadmium et au cuivre des 

mêmes paramètres biologiques. Les résultats obtenus contribuent à l'élabo­

ration des valeurs indicatives pour le cadmium et le cuivre figurant dans 

l'Ordonnance sur les polluants du sol (Osol), 

7. 1. Valeurs pour le cadalo» et pour Ie cuivre de CLT; IC3Q et IC50 

Les valeurs CLT; IC2Q et IC50 pour le cadmium sont mentionnées au tableau 
40 et celles pour le cuivre au tableau 41. Elles sont données pour la 
croissance de B. lichenlformis et la synthèse «-amylasique, en teneur 
totale et non en teneur soluble. L'analyse du cadmium et du cuivre sous 
forme ionique n'était pas possible car les concentrations étaient en-des­
sous du seuil de détection du polarographe qui est de 5 ppb pour les 2 
éléments. Pour l'activité «-amylasique, les teneurs solubles de CLT, ICJQ 
et IC^Q représentaient approximativement le deuxième et le quarantième de 
la teneur totale respectivement du cadmium et du cuivre. Ces résultats 
indiquent que le cuivre présent dans le milieu liquide se trouvait plus 
sous une forme liée chimiquement que ne l'était le cadmium. 
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Tableau 40 : Sensibilité au cadmium de la croissance de B.licheniformis s^ 

de la synthèse et de l'activité de son «-amylase dans un milieu liquide 

synthétique-

Paramètres biologiques CLT IC20 *C50 

<l>6 Cd/ml) 

total soluble total soluble total soluble 

Croissance 0.05 - 0.13 - 0.64 

Synthèse de 1'«-amylase 0.13 - 0.44 - 2.05 

Activité de 1'«-amylase 206.58 16.5 238.71 19.0 283.08 22.0 

Tableau Al : Sensibilité au cuivre de la croissance de B.licheniformis s^ 

de la synthèse et de l'activité de son «-amylase dans un milieu liquide 

synthétique 

Paramètres biologiques CLT IC^Q IC50 

(̂ g Cu/ml) 

total soluble total soluble total soluble 

Croissance 0.34 - 0.41 - 0.54 

Synthèse de !'«-amylase 0.03 - 0.10 - 0.95 

Activité de 1'«-amylase 22.76 0.58 28.37 0.65 36.76 0.75 

Dans notre travail les concentrations inhibant de 50 X la croissance de 

B.licheniformis S^ sont de 0.637 ne Cd/ml et de 0.54 ne Cu/ml. Ces concen­

trations sont très faibles par rapport à celles obtenues par KAAVIK (1976) 

pour B.licheniformis ATCCI4580 qui sont égales à 9 ^g Cd/ml et à 21.8 ys 

Cu/ml. Pour d'autres espèces de Bacillus les concentrations de cadmium 

causant un début d'inhibition de la croissance sont de 10 ^ g/ml pour 

B.subtllls (SUROHITZ et al.1984) et de 40 ng/ml pour B.cereus (DOïLE et 

al.1974) contre 0.052 ng/ml pour notre bactérie. Ces grandes différences 

s'expliquent par le fait que le milieu de culture utilisé dans notre étude 

est un milieu synthétique 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 cités précédemment sont très complexes. Le 

milieu dans lequel pousse B.licheniformis ATCCI4580 contient des substan­

ces complexes telles le Difco Baeto-soytone et le Difco Bacto-peptone. 

celui utilisé pour la croissance de B. subtilis du tryptophane et celui 
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dans lequel pousse B.cereus est du bouillon de culture. Ces substances, en 

complexant les métaux lourds, réduisent leur toxicité (GADD et al.1978, 

STERRIT et al.1980). 

On observe pour B.licheniformis SA une diminution de l'activité atnylasique 

de 50X en présence de 36.8 ne Cu total/ml et de 2OX avec 238.7 i<g Cd 

total/ml. KRISHNAN et al. (1S83) trouvent que l'activité enzymatique de 

B.licheniformis CUCMC 305 diminue de 42X avec 31.8 Pg Cu total/ml et de 

20X en présence de 56.2 ne Cd/tnl. 

Pour le cuivre nos résultats concordent avec ceux de KRlSHKAN et al. alors 

que pour le cadmium l'activité «-amylasique de B.licheniformis CUCHC 305 

est environ quatre fois plus sensible que celle de notre souche. Cette 

variation dans la réponse au cadmium d'amylases synthétisées par des 

souches de B.licheniformis différentes suggère que la composition ou la 

séquence des acides aminés de 1'«-amylase peut changer d'une souche à 

l'autre et entraîner une sensibilité différente à l'égard de certains 

métaux lourds. De plus des substances contenues dans le surnageant telles 

des petites protéines, des polysaccharides et des metabolites produits au 

cours de la croissance de B.Iicheniforrais s* pourraient lier le cadmium et 

abaisser ainsi son effet inhibiteur sur 1' «-amylase. 

7. 2. Toxicité du cadadm et du enivre envers la croissance de B. lichenl-

fonüs, la synthèse et l'activité de son «-aaylase 

En fonction des valeurs CLT obtenues (cf. tableaux 40 et 41) on remarque 

que le cadmium et le cuivre possèdent une séquence de toxicité différente 

pour les paramètres biologiques étudiés: 

Cd : croissance > synthèse de 1' «-amylase > activité de 1' »-amylase 

Cu : synthèse de 1' w-amylase > croissance > activité de 1'«-amylase 

La croissance de B. licheniformis se montre plus sensible au cadmium (CLT 

- 0.05 ne/ml) qu'au cuivre (CLT - 0.34 ne/ml). On observe, cependant que 

le taux de croissance t> diminue plus lentement lorsqu'on ajoute au milieu 

de culture du cadmium que du cuivre (cf. graphiques 10 et 17). En effet. 

de faibles augmentations de cuivre entraînent une diminution brutale du 

taux de croissance. Cette observation suggère l'hypothèse suivante: le 

cuivre, élément essentiel à la vie, peut pénétrer dans la cellule par une 

permease spécifique. Une fois dans le cytoplasme il se liera à des proté­

ines cupriques essentielles au métabolisme cellulaire alors que l'excédent 

pourra se fixer de manière non spécifique à des groupements -SH; NH2 ou 
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-COOH d'autres protéines les rendant ainsi partiellement ou totalement 
2+ 

inactives. Le cadmium par contre utilisera une permease spécifique au Hn 

(Silver, 1981) pour entrer dans la cellule. A l'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 une carence de Mn 2 + dans la cellule. 

B. licheniformis réagit différemmment à la toxicité du cadmium et à celle 

du cuivre. La durée de la phase de latence double lorsqu'on passe pour le 

cadmium de CLT â ICTQ alors que pour le cuivre le passage de CLT à IC^Q ne 

s'accompagne d'aucune modification de la durée de la phase de latence (cf. 

tableaux 14 et 22). Ces résultats suggèrent que la cellule peut s'adapter 

au cadmium mais non au cuivre. Nous avons effectivement isolé d'un milieu 

riche en cadmium (80 ng/g.m.s.) une série de mutants résistants à cet 

élément alors que nous n'avons sélectionné aucun mutant pour le cuivre. 

Nous n'affirmerons pas, cependant, que B.licheniformis St1 ne puisse pas 

présenter un phénomène de résistance au cuivre car nous n'avons pas dispo­

sé de suffisamment de temps pour approfondir nos études à ce sujet. Les 

mutants accumulaient moins de cadmium dans leur cellule que la souche 

sauvage. Le mécanisme de la résistance acquise par la mutation n'a pas pu 

être éclaircie. On entrevoit cependant deux hypothèses de travail: 

- une modification de la perméabilité membranaire 

- la synthèse de substances chélatantes immobilisant le cadmium du milieu. 

Les mutants au cadmium semblent jouer un rôle important à l'égard des 

souches sensibles. En effet après avoir isolé différentes souches d'un 

milieu enrichi en cadmium (80 y g/ml), on a observé que lorsqu'on les 

remettait, individuellement en culture dans un milieu contenant du cadmium 

certaines ne poussaient plus du tout. Ce phénomène nous suggère d'opter 

pour la deuxième des hypothèses de travail présentées ci-dessus. 

Comparé au cadmium, le cuivre exerce une grande toxicité à l'égard du 

système «-araylasique. La synthèse de 1'«-amylase s'est montrée particuliè­

rement sensible au cuivre (CLT - 0.03 |jg Cu/ml) et au cadmium (CLT = 0.13 

PS Cd/ral). 
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7. 3. Réponse de la croissance de B.licaeniformiB. la synthèse et l'acti­

vité de !'«-amylase au cadmium et au cuivre dans Un1 sol 

Ce point n'a pas pu être élucidé. Après avoir stérilisé le sol Steinhof 

avec des doses différentes de rayonnement gamma on s'est aperçu que B. Ii-

cheniformis S 4 colonisait difficilement le sol stérile (cf. figure 26) et 

qu'après quatre Jours la bactérie restait inactive (cf. figures 27 et 28). 

La synthèse de 1' «-amylase était si faible qu'il ne nous a pas été possi­

ble d'étudier l'effet des métaux lourds sur ce processus. Ce comportement 

de "dormance" de B.licheniformis Si n'a pas été modifié après avoir ajou­

té, soit au sol stérilisé, soit au sol naturel, des concentrations crois­

santes de nutriment carboné (amidon de 1 è 4 X). De même des adjonctions 

de L-alanine, substance connue comme agent germinateur des spores, n'a eu 

aucune Influence sur le métabolisme de la bactérie. 

Ces résultats sont surprenants étant donné que nous avions choisi cette 

bactérie pour notre étude parce que représentante du genre Bacillus qui 

est très répandu dans les sols et possède une aptitude extraordinaire à 

coloniser des habitats très différents (BERGEï 1974, PRIEST 1977). De plus 

nos résultats ne semblent pas correspondre à ceux obtenus par WEST et al. 

(1985). Ces auteurs ont observé, après avoir amendé un sol autoclave avec 

de l'extrait de levure, du glucose et du KJHPOA, une meilleure croissance 

de B.cereus et de B.thuringiensis. Ils ont aussi démontré que la crois­

sance de ces deux espèces était totalement inhibée dans des sols naturels 

ou autoclaves de pH 5.0. 

Ainsi il se pourrait que la faible croissance de B.licheniformis s^ soit 

due au pH légèrement acide du sol Steinhof. Cependant nos expériences 

n'apportent aucun élément nous permettant d'adopter cette hypothèse plutôt 

qu'une autre. 

7. h. Influence du cadmium et du cuivre eux la croissance des germes 

saprophytes. des germes amyIoIytiques. sur la synthèse et 1'activité 

amylasique dans nn sol naturel 

Vu les difficultés d'obtenir une forte croissance de B.licheniformis s 4 et 

une synthèse importante de son «-amylase dans le sol Steinhof irradié, on 

s'est décidé d'étudier l'effet du cadmium et du cuivre sur : 

- la population des saprophytes aérobies et sur l'activité amylasique du 

sol Stcinhof naturel 
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- la croissance des saprophytes aérobies, des germes amylolytiques et de 

la synthèse amylasique dans le sol Steinhof naturel après amendement 

avec de l'amidon à 1 t. 

Les résultats de cette étude sont présentés aux tableaux 42 et 43. 

Tableau 42 Sensibilité au Cd de différents paramètres biologiques 

étudiés dans le sol Steinhof. 

Paramètres biologiques CLT (̂ g Cd/g.m.s.) 

total soluble 

Population des saprophytes aérobies 

Croissance des saprophytes aérobies 

Croissance des germes amylolytlques 

Activité amylasique 

Synthèse amylasique 

- par des germes sensibles 

- par des germes résistants 

1000-2500 

100-1000 

100-1000 

100-250 

1-10 

1000 

338-1130 

5.8-199.4 

5.8-199,4 

3.6-58 

0.03-0.39 

199.4 

Tableau 43 : Sensibilité au Cu de différents paramètres biologiques étu­

diés dans le sol Steinhof. 

Paramètres biologiques CLT (̂ g Cu/g.m.s.) 

total soluble 

Population des saprophytes aérobies 

Croissance des saprophytes aérobies 

Croissance des germes amylolytiques 

Activité amylasique 

Synthèse amylasique 

- par des germes sensibles 

- par des germes résistants 

250-1000 4.9-197 

100-1000 0.16-98.3 

10000 6605.2 

25-100 <0.06-0.06 

10-100 

1000 

0.03-0.16 

98.3 
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On remarque comme pour l'étude en milieu synthétique liquide une séquence 

de toxicité différente pour le cadmium et pour le cuivre : 

Cd : synthèse amylaslque > activité > croissance des saprophytes aérobies 

- croissance des germes amyIoIytiques > population des saprophytes 

aérobies 

Cu : synthèse amylasique * activité > croissance des saprophytes aérobies 

> population des saprophytes aérobies > croissance des germes amylo-

Iytiques. 

7, 4. 1. Effet du cadmio» et du enivre sur la population, la croissance 

des germes saprophytes aérobies et sur la croissance dea germes amylolyti-

ques 

La population des saprophytes aérobies est plus sensible au cuivre (197 |ig 

Cu soluble/g.m.s.) qu'au cadmium (1130 ng Cd soluble/g.m.s.). Elle se 

comporte en paramètre biologique inintéressant pour tester la toxicité des 

métaux lourds puisqu'il faut apporter aux sols des concentrations énormes 

pour qu'elle réagisse à ces éléments.-

Cependant, nous avons observé au cours de notre travail, après avoir étalé 

sur boîte de Pétri des suspensions de sol fortement contaminé soit par le 

cadmium soit par le cuivre, que la diversité des colonies diminuait mais 

que le nombre total des bactéries était peu ou pas influencé par les 

métaux lourds. Nous n'avons cependant pas cherché à faire une analyse 

précise de ce phénomène. Certains auteurs l'ont mis en évidence et ont 

remarqué que d'une manière générale les bactéries Gram négatives sont plus 

tolérantes aux métaux lourds que. les Gram positives (BABICH et al.1978, 

DUXBURY et al.1982). Parmi les bactéries Gram positives le genre Bacillus 

s'est montré très tolérant vis à vis des métaux lourds (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 saprophytes aéro­

bies n'est pas très surprenante lorsqu'on connaît la réponse au cadmium de 

la croissance de B.licheniformis s^ en milieu liquide synthétique. On 

observe une diminution du taux de croissance de la bactérie pour de fai­

bles concentrations de cadmium (0.052 ^g/ml). Mais lorsqu'on ajoute au 

milieu de culture des quantités de cadmium aussi élevées que 80 ne Cd/ml 

le taux de croissance de B. lichenif ormis sA devient du même ordre que 

celui obtenu lors de la croissance bactérienne dans un milieu dépourvu de 

cadmium. Nos résultats ont prouvé que ce phénomène était dû à la sélection 

de souches mutantes capables de se développer normalement dans un milieu 

fortement contaminé par le cadmium. Ce phénomène de tolérance au cadmium a 

été démontré pour des bactéries du sol par WILLIAMS et al. (1985). Ces 

auteurs ont remarqué en étudiant 58 bactéries que 7 étalent tolérantes, 13 



- 139 -

non tolérantes, 9 étaient stimulées par 5 ^g Cd/g.m.s. 29 étaient non 

tolérantes à 5 H S Cd/g.m.s. mais exprimaient une grande tolérance pour des 

concentrations de cadmium plus élevées que 5 i<g/g.m.s. Ils en concluent 

que la réponse au cadmium des microorganismes du sol dépend certainement 

d'un mécanisme de protection qui est opératif pour de grandes concentra­

tions de cadmium alors qu'il ne l'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 et au cuivre dans le sol amendé avec H 

d'amidon que dans le sol naturel. Dans le sol non amendé avec IX d'amidon 

la population des saprophytes aérobies reste constante au cours d'un mois 

d'étude (cf. figures 22 et 24) à l'exception des sols contenant 1000 

Hg/g.m.s. soit de cadmium soit de cuivre. Cette inertie provient du fait 

que la croissance des germes telluriques est limitée par un manque de 

nutriment. En effet après avoir ajouté au sol de l'amidon on observe un 

développement de la microflore des germes saprophytes aérobies et amyloly-

tiques (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 étude on ne peut pas préciser lequel des deux paramètres - la 

croissance des saprophytes aérobies ou la croissance des germes amylolyti-

ques - est le plus sensible au cadmium car pour chacun la concentration 

limite de toxicité se situe entre 5.8 et 199.4 ^g Cd soluble/g.m.s. Afin 

de connaître lequel des deux montre la plus grande sensibilité au cadmium 

on aurait dû effectuer une série d'expériences avec plusieurs concentra­

tions de métal situées entre 5.8 et 199.4 ng Cd soluble/g.m.s. 

Pour le cuivre on observe la même chose. La concentration limite de toxi­

cité pour la croissance soit des germes saprophytes aérobies soit des 

germes amylolytlques est située dans le domaine de concentrations allant 

de 0.16 à 98.3 ne Cu soluble/g.m.s. 

Cependant la croissance des microorganismes étudiés paraît être plus 

sensible au cuivre qu'au cadmium. On remarque, de plus, que la croissance 

des saprophytes aérobies est stimulée pour des concentrations inférieures 

a 100 i'g Cu total/g.m.s. ZIBILSKE et al. (1982) observent le même phénomène 

pour des sols traités avec respectivement 11 et 78 ne Cu/g.m.s. Dans notre 

cas il se peut que le sol Steinhof de pH 5.9 présente une légère carence 

en cuivre pour la croissance des microorganismes. 
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7. 4. 2. Influence du cadalo» et do cuivre sur l'activité «y las igne d'un 

sol 

L'activité amylasique du sol est très sensible au cuivre. On observe un 
début d'inhibition de l'activité pour des concentrations inférieures à 
0.06 ̂ e Cu soluble/g.m.s. Cette sensibilité au cuivre de l'activité amyla­
sique dans les sols a aussi été notée par HATHUR et al.(1980) qui obser­
vent une inhibition de 50 X pour S us Cu soluble/g.m.s. (cuivre extrait 
avec DTPA-TEA). L'activité amylasique dans le sol est moins sensible au 
cadmium qu'au cuivre. Le début d'inhibition de l'activité a lieu pour une 
concentration située entre 3.6 et 58 HE Cd soluble/g.m.s. 

Les expériences faites dans le sol pour tester les concentrations soit de 
Cd soit de Cu causant un début d'inhibition de l'activité amylasique ne 
permettent pas d'estimer l'effet in situ des métaux lourds sur l'activité 
dans le sol. En effet les conditions de mesure de l'activité impliquent 
une dilution de l'échantillon de sol d'un facteur 35 (20 ml de tampon plus 
10 ml de substrat). La concentration de métal lourd initialement présente 
diminue et son effet négatif sur l'activité enzymatique pourrait être 
ainsi annulé. Il est donc possible qu'en présence de quantités Inférieures 
a 100 KS Cu total/g.m.s, ou à 250 V1S Cd total/g.m.s. l'activité amylasique 
soit Inhibée de manière réversible. La diminution de la quantité de métal 
qui se trouve en contact avec 1'enzyme permettrait à cette dernière de 
retrouver son activité initiale. Par contre lorsque les métaux lourds se 
trouvent en quantité suffisamment grande ils endommageront la structure de 
l'enzyme de manière Irréversible. Meme après dilution des métaux lourds la 
structure amylasique ne pourra plus retrouver sa configuration fonction­
nelle. 

7. 4. 3. Influence du cadalua et du cuivre sur la synthèse aaylasique d'un 

sol 

La synthèse de !'amylase dans le sol Steinhof est beaucoup moins sensible 
au cuivre que l'activité enzymatique. On observe durant la première phase 
(0-2 Jours) une répression de la synthèse enzymatique entre 0.03 et 0.16 
e g Cu soluble/g.m.s. Durant la seconde phase (2-4 Jours) on remarque une 
biosynthèse retardée de 1'amyläse dans le sol contenant 98.3 ^e Cu solu­
ble/g.m.s. 

Ces résultats suggèrent que la population amylolytlque autochtone sensible 
au cuivre est remplacée après 48 heures de latence par une population 
amylolytlque résistante au cuivre qui synthétiserait 1*amyläse même en 
présence de 98.3 pg Cu soluble/g.m.s. 
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La synthèse amylasique obtenue durant la troisième phase (4-7 jours) dans 

Le sol contenant 98.3 ng Cu soluble/g.m.s. est beaucoup plus élevée que 

celle mesurée dans le sol contrôle durant la première phase de synthèse 

(0-2 Jours). Ce phénomène pourrait s'expliquer à l'aide de 3 hypothèses : 

- la première serait que, par l'élimination des populations microbiennes 

sensibles au cuivre, l'amidon ajouté au sol resterait disponible pour la 

flore résistante à 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 amylolytiques entraînerait une plus forte 

synthèse amylasique. Afin de vérifier cette hypothèse on pourrait, sur 

boîte de Pétri, observer si la diversité des colonies est la même dans 

le sol témoin que dans les sols contenant du Cu. 

- la seconde serait que le cuivre favoriserait la sélection de souches 

mutantes amylolytiques synthétisant une nouvelle enzyme à activité 

spécifique plus élevée. 

- la troisième serait, que dans les sols, on ait plusieurs familles d'amy­

lases, synthétisées par des germes microbiens différents de sensibilité 

différente aux métaux lourds. L'enzyme la plus résistante supplanterait 

les autres familles. La véracité de cette hypothèse pourrait être testée 

en étudiant l'effet du cuivre sur des amylases d'origine différente. 

Pour le cadmium on observe une réponse de la synthèse amylasique du même 

type que celle obtenue avec le cuivre. 

Durant la première phase (0-2 Jours) la biosynthèse 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 que la biosynthèse de 1'amylase dans le sol contenant 

199.4 ug Cd soluble/g.m.s. est retardée. 

Ces observations suggèrent que durant la première phase on a une répres­

sion de la biosynthèse enzymatique due à 1'inhibition des populations 

sensibles au cadmium. Puis après un retard de 48 heures la population des 

germes résistants se développerait et synthétiserait 1'amylase. Ces résul­

tats concordent avec ceux que l'on a obtenu pour B.lichenifomis s- dans 

le milieu synthétique liquide. 

Durant la troisième phase (4-7 jours) on observe comme pour le cuivre une 

biosynthèse amylasique en présence de 199.4 ug Cd soluble/g.m.s. supérieu­

re à celle que l'on obtient pour le sol témoin durant la première phase. 

Cela suggère les mêmes trois hypothèses que celles que l'on a présentées 

ci-dessus pour le cuivre (voir plus haut). 
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La plus grande synthèse enzymatique observée dans le sol additionné de 

0.03 ug Cd soluble/g.m.s. pourrait provenir d'un déséquilibre du métabo­

lisme microbien que l'on explique par l'hypothèse suivante : 

- si l'activité amylasique est inhibée par le cadmium on aura moins de 

glucose produit. Le glucose est un répresseur catabolique qui régulari­

se la synthèse amylasique. Lorsque sa concentration diminue la répres­

sion est levée et la synthèse amylasique peut se faire. Les germes 

microbiens synthétiseront l'enzyme Jusqu'à ce que la concentration de 

glucose soit suffisante pour rétablir la régulation de la synthèse 

enzymatique. 

Ces résultats suggèrent que lorsqu'on ajoute à un sol de l'amidon ou de 

1'amylose la dégradation de ces substrats se fera avec un certain retard 

pour des concentrations situées entre 0 et 98.3 Ug Cu soluble/g.m.s. et 

entre 0 et 199.4 ug Cd soluble/g.m.s. Hais si on ajoute au sol des concen­

trations supérieures soit à 98.3 Mg Cu soluble/g.m.s. soit à 199.4 ug Cd 

soluble/g.m.s. il y aura le danger que la dégradation de l'amidon ou de 

1'amy lose ne se fasse plus ou très peu et on aura ainsi une accumulation 

de la matière organique. 

7. 5. Contribution de notre étode à l'élaboration de l'Ordonnance sur les 

polluants du sol 

Dans la problématique on s'était fixé le but de contribuer à l'élaboration 

de valeurs indicatives pour le cuivre et pour le cadmium. Ces valeurs 

visent à empêcher une accumulation de ces éléments dans les sols afin de 

préserver leur fertilité à long terme. Pour réaliser ce projet on voulait 

comparer l'effet du cadmium et celui du cuivre sur la croissance, la 

synthèse et l'activité de 1' «-amylase de B.ltcheniformis s^ dans un 

milieu liquide synthétique et dans un milieu sol. Afin d'évaluer ces 

résultats on a déterminé les concentrations pour lesquelles les métaux 

lourds causaient un début (CLT), 20 (IC20) et 50 X d'inhibition (IC50) 

d'une activité biologique. Ces valeurs étaient exprimées en teneur totale 

et en teneur soluble. La teneur soluble du métal .est une valeur Importante 

car elle correspond à la quantité de métal sous forme de ions biologique-

ment active. 

Pour une même teneur soluble on s'attend à obtenir dans des milieux liqui­

des de composition chimique différente le même effet sur un paramètre 

biologique donné. 
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En revanche, si l'on compare l'effet d'une même quantité de métal soluble 

dans un millilitre de solution nutritive ou dans un gramme de sol on peut 

s'attendre à observer une réaction plus rapide de l'activité biologique 

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 

manière homogène 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 l'importance du volume des pores. 

Dans notre étude on n'a pas pu choisir les mêmes paramètres biologiques 

pour les deux milieux expérimentaux puisque B.licheniformis s^ demeurait 

inactif dans le sol Steinhof irradié. On essayera cependant de tirer 

quelques conclusions sur les résultats obtenus en comparant: 

- 1 'effet du cadmium et du cuivre sur la synthèse et 1 ' activité de 1 ' 

a-amylase de B. licheniforrais dans le milieu liquide synthétique et sur 

la synthèse et l'activité amylasiques issues de populations bactériennes 

natives du sol Steinhof. 

- la réponse de la population amylolytique avec celle de B.licheniformis 

s^ poussant sur le milieu VA à l'amidon. 

Dans les deux milieux expérimentaux, l'activité et la synthèse amylasiques 

présentent une plus grande sensibilité au cuivre qu'au cadmium. 

De plus la concentration limite de toxicité pour l'activité enzymatique 

est comparable dans les deux milieux. Elle correspond pour le cuivre à 

0.06 U£ Cu soluble/g.m.s. de sol et à 0.58 Pg Cu soluble/ml dans le milieu 

synthétique liquide. Pour le cadmium la concentration limite de toxicité 

pour l'activité enzymatique est située entre 3.6 et 58 Ug Cd 

soluble/g.m.s. de sol et de 19 ug Cd soluble/ml dans le milieu synthétique 

liquide. 

Concernant la synthèse amylasique il est plus difficile de comparer les 

résultats obtenus dans les deux milieux expérimentaux : 

- dans le milieu synthétique liquide les concentrations limites de toxici­

té sont de 0.13 tig Cd total/ml et 0.03 ug Cu total/ml. Elles correspon­

dent à des concentrations qui inhibent la croissance de la souche 

sauvage sensible de B.licheniformis S^ soit au cadmium soit au cuivre. 

Or, nous avons vu que lorsqu'on ajoute à la solution nutritive 80 ug Cd 

total/ml on sélectionnait des souches mutantes poussant très bien dans 

le milieu liquide contenant de l'amidon comme seule source de carbone. 
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Ce résultat signifie que la synthèse de l'oc-amylase par des souches 

résistantes au cadmium n'est pas inhibée pour des concentrations infé­

rieures à 80 ug Cd total/ml, 

- dans Ie sol on observe que les concentrations limites de toxicité sont 

situées entre 0.03 et 0.16 ug Cu soluble/g.m.s. et entre 0.03 et 0.39 Ug 

Cd soluble/g.m.s. pour la synthèse amylasique des populations sensibles 

soit au cuivre soit au cadmium. Alors que si l'on considère les concen­

trations limites de toxicité de la synthèse amylasique des populations 

résistantes soit à l'un soit à l'autre de ces éléments elles sontsoit de 

98.3 Mg Cu soluble/g.m.s. soit de 199.4 ug Cd soluble/g.m.s. 

Le développement des germes amyloIytiques de même que la croissance de 

B.llcheniformis Si dans le milieu HA a l'amidon présentent une plus grande 

sensibilité au cadmium qu'au cuivre. La croissance de la souche sauvage de 

B.licheniformis S^ était inhibée avec 0.05 ug Cd total/ml alors que le 

développement des germes amylolytiques sensibles était perturbé entre 0.03 

et 0.39 ug Cd soluble/g.m.s. 

Si l'on compare nos résultats avec les valeurs indicatives proposées par 

l'Ordonnance sur la teneur en polluants dans les sols qui sont de 0.03 Mg 

Cd soluble/g.m.s. et 0.7 ug Cu soluble/g.m.s. on remarque que : 

- 0.03 Mg Cd soluble/g.m.s. peuvent entraîner une modification de la 

population microbienne amylolytique autochtone qui sera remplacée par 

une population résistante au cadmium. De plus, la croissance de certai­

nes souches sensibles au cadmium telle B.licheniformis S^ sera inhibée. 

- 0.7 Mg Cu soluble/g.m.s. est une valeur beaucoup trop élevée. Pour cette 
concentration on observe une Inhibition de l'activité amylasique, une 
diminution de la croissance des saprophytes aérobies et de celle de 
B.licheniformis s 4 de même que la sélection de populations microbiennes 
amylolytiques résistantes au cuivre. 
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S. CONCLUSIONS 

De notre étude, on tire les conclusions suivantes: 

- la toxicité du cadmium à l'égard de B. licheniformis s'exprime par une 

diminution du taux de croissance u. et par une augmentation de la phase 

de latence précédant sa croissance. La bactérie réagit à la toxicité du 

cuivre essentiellement par une diminution du taux de croissance 

- B. licheniformis s'adapte à la toxicité du cadmium en acquérant une 

résistance génétique. Les mutants protègent les souches sensibles de la 

toxicité du cadmium. Ces phénomènes nous suggèrent deux hypothèses de 

t ravai1 : 

- modification de la perméabilité membranaire du mutant limitant l'en­

trée du cadmium dans la cellule 

- par synthèse de substances chèlatantes (acides organiques, polysaccha­

rides) les mutants protégeraient les souches sensibles en abaissant la 

concentration du cadmium actif (libre) du milieu 

Aucun phénomène de mutation n'a pu être mis en évidence pour le cuivre 

- au cours de la croissance bactérienne la concentration soit de cadmium, 

soit 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 aérobies et des germes amylolytiques telluri-

ques n'est que très peu influencé par les métaux lourds étudiés. On 

observe, cependant, une diminution du spectre microbien en présence de 

l'un ou de l'autre de ces éléments 

- la population totale des germes saprophytes aérobies de même que la 

population des germes amylolytiques ne sont pas des paramètres 

biologiques sensibles aux métaux lourds. La sélection de souches 

mutantes résistantes aux métaux lourds fait que le nombre de germes 

microbiens total n'est influencé négativement que pour de très hautes 

concentrations de métaux lourds. Les méthodes utilisées pour la 

détermination du nombre des germes totaux ne permettent pas de mettre en 

évidence l'effet bactéricide du cuivre et du cadmium sur les souches 

sensibles 



- 146 -

- les populations microbiennes physiologiquement actives sont plus sensi­
bles & l'action du cadmium et du cuivre que les populations en état 
d'inaction 

- l'activité amylasique est un paramètre très sensible aux métaux lourds. 

On observe un effet négatif Irréversible pour des concentrations de 

cuivre solubles inférieures à 0.06 M£/g.m.s. et pour des concentrations 

de cadmium solubles situées entre 3.6 et 58 ug/g.m.s. Afin d'estimer les 

effets négatifs réversibles exercés soit par le cadmium, soit par le 

cuivre il faudrait mesurer l'activité enzymatique directement dans le 

sol. 

- la synthèse de 1'amylase dans le sol est un paramètre qui n'est pas très 

sensible aux métaux lourds. Elle est réprimée seulement a partir de 98.3 

lig Cu soluble/g.m.s. ou de 199.4 ug Cd soluble/g.m.s, Son étude est 

cependant intéressante car sa réponse aux métaux lourds permet de mettre 

en évidence la présence de plusieurs populations microbiennes : 

- des populations sensibles dont la synthèse de 1'amylase réagit pour de 

faibles concentrations de métaux lourds 

- des population résistantes qui, après une période de latence, se déve­

loppent et synthétisent l'enzyme. 

- le milieu synthétique liquide est un modèle, pour l'étude des métaux 

lourds, qui s'adapte assez bien au sol. Dans chacun des deux milieux 

expérimentaux on observe une plus grande sensibilité de l'activité et de 

la synthèse amylasiques au cuivre. Concernant la croissance des germes 

microbiens on remarque dans les deux milieux la sélection de souches 

mutantes résistantes au cadmium.après 48 heures. 

- les valeurs indicatives proposées pour le cadmium et pour le cuivre dans 
l'Osol sont certainement trop élevées pour le cuivre car pour cette 
concentration on risque d'observer une accumulation de la matière orga­
nique (inhibition du système amylasique). 
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