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Résumé 

 

La résistance des deux bactéries rhizosphériques : Burkholderia fungorum et Pseudomonas 

putida, au Cd, Zn et Cu, a été étudiée en utilisant la méthode des puits par diffusion du métal 

en milieu SLP solide et observation des zones d’inhibition. Les deux souches ont montré des 

Concentrations Minimales Inhibitrices élevées dont : (100 mg/L, 400 mg/L, 300 mg/L) chez 

P. putida souche Pp01 et (100 mg/L, 1000mg/L, 500 mg/L) chez B. fungorum souche Bf01 

pour le Cu, Cd et Zn respectivement. Le même ordre de toxicité a été noté pour B. fungorum 

et P. putida: Cu > Zn > Cd. Il a été donc admis dans ce travail que B. fungorum disposait 

d’une meilleure résistance aux métaux et a été choisie de ce fait pour l’étude de l’élimination 

des métaux. Les cinétiques de la croissance bactérienne et de la réduction des métaux ont été 

suivies en milieu SLP liquide, additionné de concentrations croissantes en métaux. Les 

métaux éliminés par B. fungorum, sont analysés par Spectrométrie à Absorption Atomique 

dans le surnageant après centrifugation 15 mn à 15000 rpm. A la lumière des résultats, B. 

fungorum a exposé une haute affinité pour l’élimination du Cd, Zn et Cu. L’élimination a 

débuté dès les premières heures du contact de la bactérie avec le métal. La majorité s’est faite 

pendant la phase exponentielle de croissance, et quand elle a abouti le plateau, elle avait 

atteint presque les 90% pour les trois métaux. Les deux souches étudiées avaient donc montré 

un fort degré de résistance aux trois métaux, spécialement le cadmium (un métal très toxique), 

chez Burkholderia fungorum, qui présente un excellent outil biologique de bioremédiation des 

métaux lourds, pour son efficacité, disponibilité et faible cout.  

 

Mots clés : Burkholderia fungorum. Pseudomonas putida, bioremediation, cadmium, cuivre, 

zinc, métaux lourds 

 



    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

«Les êtres vivants ne peuvent construire et maintenir 
leur existence, leur autonomie, leur individualité, leur 

originalité que dans la relation écologique, c’est à dire 
dans et par la dépendance à l’égard de leur 

environnement ; d’où l’idée alpha de toute pensée 
écologisée : l’indépendance d’un être vivant nécessite 

sa dépendance à l’égard de son environnement ». 
Edgar Morin (La Méthode, tome I). 
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• La bioaugmentation consiste à introduire des cultures de microorganismes dotés 

d’une grande capacité (une ou plusieurs espèces sélectionnées) à la surface du milieu 

contaminé dans l’objectif d’augmenter la biodégradation des contaminants organiques. 

• La biofiltration est l’utilisation d’un biolfiltre pour traiter les émissions gazeuses : Le 

principe consiste à utiliser des microorganismes pour dégrader les polluants contenus 

dans l’air à traiter, où l’air à épurer (à dépolluer) traverse d’abord un filtre et un 

humidificateur afin de supprimer les particules (poussières, graisses) présentes dans le 

gaz et d’amener le niveau d’humidité à 100%. L’air est ensuite introduit dans un 

réacteur (une cuve) contenant un garnissage formé de matériaux très poreux (très 

avide pour l’humidité). A la surface des particules qui constituent le garnissage se 

trouve un biofilm qui correspond à une pellicule d’eau contenant des microorganismes 

(bactéries et champignons) dont la fonction est de dégrader les polluants présents dans 

l’air à traiter. 

• La biostimulation consiste à stimuler l’activité des populations microbiennes 

indigènes (présentes dans le sol ou dans les eaux souterraines) par apport de 

nutriments et par ajustement des conditions du milieu (potentiel d’oxydo-réduction, 

humidité). 

• Le compostage est un procédé biologique contrôlé qui assure la transformation et la 

valorisation des matières organiques (sous produits de la biomasse, déchets organiques 

d’origine biologique) en un produit stabilisé, hygiénique, semblable à un terreau riche 

en composés humiques le compost réutilisable en agriculture ou dans le jardin pour 

fertiliser la terre. C’est la fermentation des ordures ménagères organiques (résidus 

alimentaires) et des déchets verts (feuillages, résidus de jardinage)  

• La biolixiviation est la lixiviation favorisée par la voie biologique (généralement 

bactérienne). Elle correspond à une méthodologie de solubilisation des métaux lourds 

grâce à des bactéries acidophiles fonctionnant en présence ou en l’absence d’oxygène. 

Deux facteurs sont importants pour la biolixiviation : la température qui doit être 
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comprise entre 25 et 35 °C, et a taille des particules qui doivent être très proches de 

celle des bactéries. 

• Bioweathering : biolixiviation 

• Bouillie bordelaise : La bouillie bordelaise est une solution de sulfate de cuivre 

additionné de chaux. Le produit se présente sous la forme d'une poudre bleue, à diluer 

pour pulvérisation. Très utilisée en jardinage, c’est un remède très ancien contre les 

maladies des plantes cultivées (algicide, fongicide). Toutefois à ne pas en abuser, car 

le produit peut être toxique pour la plante et polluer le sol. 

• Cécité nocturne est une dégénérescence précoce de la rétine qui conduit à une 

diminution ou à une perte de la vision de nuit,  elle peut aussi conduire à une cécité 

totale 

• Cémentation est un traitement thermo-chimique qui consiste à faire pénétrer 

superficiellement du carbone dans un acier dont le pourcentage de carbone est 

insuffisant pour prendre de la trempe, afin de le transformer en surface en un acier 

fortement carburé susceptible d'être trempé 

• Chimiotropisme est un déplacement d'un organe ou d'une cellule, orienté par un 

gradient de concentration chimique. En clair l'organe va être attiré (chimiotropisme 

positif) ou repoussé (chimiotropisme négatif), par une molécule 

• Chimiotactisme bactérien Le système du chimiotactisme permet à la bactérie de 

sentir le milieu environnemental et provoque une réponse par un changement de 

rotation des flagelles. Il permet à la bactérie de fuir un environnement néfaste et 

s’approcher d’un environnement favorable. 

• Composé xénobiotique molécule chimique de synthèse étrangère à l'organisme, 

résistante à la biodégradation et possédant des propriétés toxiques même à faible 

concentration. 

• Effet PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria; cela permet à la plante de 

développer un système racinaire abondant lui permettant notamment de coloniser une 

plus grande surface du sol, d’où une meilleure alimentation minérale et hydrique. 

• Etat d'oxydation, en chimie, décrit par le nombre d'oxydation (n.o.) ou le degré 

d'oxydation (d.o.), caractérise l'état électronique d'une espèce chimique (molécule, ion, 

radical) par rapport à l'état élémentaire neutre servant de référence (n.o. = 0). 

Dans le cas d'ions monoatomiques, il correspond à la valeur de la charge portée par 

l'ion (exemple : n.o. (Na+) = +1). En revanche, dans le cas des autres espèces 
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chimiques, il indique le nombre d'électrons que chaque atome aurait donné ou reçu par 

rapport à l'état neutre si les liaisons dans lesquelles ces atomes sont impliqués étaient 

de nature purement ionique (voir Liaison ionique).  

Le nombre d'oxydation est une approximation conceptuelle commode lorsque l'on 

considère les réactions d'oxydo-réduction et les réactions électrochimiques. Il facilite 

le suivi des électrons et aide à vérifier qu'ils sont bien conservés. 

• Genre ubiquiste ou omniprésent : L'ubiquité ou l'omniprésence est la capacité 

d'être présent en plusieurs lieux simultanément. Le terme est dérivé du latin « ubique » 

qui signifie « partout ». La notion se rencontre aussi bien dans les domaines de 

l'informatique, de la biologie, de l'écologie, de la géographie, de la sociologie et des 

mathématiques. 

• Homéostasie L'homéostasie se définit comme la capacité de l'organisme de maintenir 

un état de stabilité relative des différentes composantes de son milieu interne et ce, 

malgré les changements constants de l'environnement externe.  

• Hypogonadisme  est un terme médical désignant un défaut de l'appareil reproducteur 

résultant en perte de fonction des gonades (ovaires ou testicules). 

• Internalisation cellulaire Le mécanisme de transport de molécules voire de particules 

(virales, bactériennes, etc.) vers l'intérieur de la cellule. 

• Léthargie est une forme de vie ralentie (hibernation, estivation) qui permet à certains 

animaux (invertébrés et vertébrés) de surmonter des conditions ambiantes 

défavorables. Les animaux en léthargie ont des fonctions vitales extrêmement réduites 

(la température du corps baisse, les battements cardiaques et les mouvements 

respiratoires deviennent moins fréquents). Toutefois, une certaine quantité d'énergie 

est nécessaire à l'animal pour accomplir ses fonctions vitales, même si elles sont 

réduites au minimum. Pour cela, avant de tomber en léthargie, il accumule des 

réserves de graisses et de sucres destinées à être métabolisées au cours de cette 

période. La léthargie, généralement périodique, correspond aux températures estivales 

maximales (estivation), ou aux températures hivernales minimales (hibernation). Il y a 

aussi des cas de léthargie non périodique, qui se produisent occasionnellement pour 

surmonter des difficultés ambiantes particulières. 

La léthargie peut aussi faire référence à un symptôme de fatigue anormale ou 

d'aversion à l'activité induit par certaines maladies, blessures, médicaments ou drogues 
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• Métabolite Composé stable issu de la transformation biochimique d'une molécule 

initiale par le métabolisme. 

• Microcapsule Excipient sous forme de petite sphère dont le diamètre est compris 

entre quelques microns et un millimètre contentant au sein d'une enveloppe ou capsule 

solide des substances liquides ou solides. 

• Mucoviscidose Maladie génétique létale due à la modification de la composition du 

mucus secrété principalement par les muqueuses respiratoires et digestives. Elle se 

manifeste par une gène respiratoire handicapante (obstruction des bronches), des 

troubles digestifs (occlusions intestinales) et un déséquilibre nutritionnel. 

• Tannerie est un atelier où des peaux d'animaux (bœuf, mouton, chèvre, cochon) sont 

traitées chimiquement et mécaniquement pour la production de cuir. 
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L’utilisation industrielle accrue des métaux et des produits chimiques entraîne une 

augmentation alarmante des concentrations des métaux dans l'environnement, ce qui est 

devenu l'un des plus graves problèmes environnementaux aujourd'hui. En raison de leur 

récalcitrance à la dégradation et de leur persistance dans l'environnement, leur traitement 

s’avère très difficile, ce qui constitue ainsi l’une des préoccupations majeures pour la 

préservation de l’environnement et de la santé des êtres vivants. 

La contamination de l'environnement par les métaux lourds, se pose en raison de nombreuses 

activités industrielles, telles que les galvanoplasties, l’industrie de finition de métal, l'industrie 

métallurgique, les opérations de la tannerie, l’industrie des engrais et des batteries, l’industrie 

du papier et des pesticides, la fabrication des produits chimiques. Les métaux lourds sont 

aussi utilisés dans la fabrication des allumettes, des explosifs, des matériaux photographiques, 

des carburants et des procédés d'impression (Norton et al., 2004 ; Jin-Ho Joo, 2010). 

La pollution des sols et des eaux constitue aujourd’hui un fléau majeur de l’Algérie moderne. 

La demande de plus en plus croissante en produits alimentaires a conduit à l’utilisation de 

nombreuses substances chimiques (engrais chimiques, phytosanitaires…) en quantités souvent 

importantes comme facteur de production (Bachari et al., 2011). Ces pratiques culturales ont 

eu pour conséquences, non seulement une fragilisation des sols (vulnérabilité des sols), mais 

aussi une pollution importante des eaux dont celle due aux métaux lourds toxiques qui 

représente un danger pour l’écosystème, à prendre sérieusement en charge (Gabr et al., 2008 ;  

Chun-yu Jiang et al., 2008). 

Face à des règlementations plus rigoureuses, les métaux lourds sont considérés aujourd’hui 

comme des polluants environnementaux à danger majeur, qui devraient être retirés et éliminés 

des eaux usées et de l’environnement. Pour assurer un tel traitement, plusieurs méthodes sont 

utilisées. 

Par conséquent, l’élimination des métaux lourds toxiques de manière rentable et écologique 

est donc d’une grande importance. Le traitement biologique, basé sur des micro-organismes 

vivants ou non vivants (la bioremédiation) ou sur des plantes (la phytoremédiation) offre la 
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réduction des concentrations des métaux toxiques aux limites de l'acceptable pour 

l'environnement (Gabr et al., 2008). 

Diverses méthodes pour l'élimination des  métaux lourds des eaux usées ont été étudiées. Les 

méthodes actuelles, chimiques et électrochimiques, utilisées pour traiter les métaux lourds 

dans les eaux usées sont très onéreuses, souvent inefficaces quand elles sont appliquées pour 

des métaux présents en faible concentration (état de trace)  (Pardo et al., 2003). 

Ces dernières années, l'attention des chercheurs a porté sur les méthodes biologiques pour le 

traitement des effluents, dont certains sont en voie de commercialisation (Prasad et Freitas, 

2003). Il y a trois principaux avantages des technologies biologiques pour l'élimination des 

polluants :  

- Elles peuvent être réalisées in situ sur le site contaminé ;  

- Généralement inoffensives pour l'environnement (aucune pollution secondaire) ; 

- Sont rentables. 

 

Notre travail consiste en l’étude de l’effet de deux bactéries rhizosphériques,  productrices 

d’exopolysaccharides (B. fungorum Bf01 et P. putida Pp01) sur l’élimination des métaux 

lourds en solution : Cd, Zn et Cu.  
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Partie A : Généralités sur les métaux lourds 

 

Le monde, l'environnement et les sociétés dans lesquelles nous vivons ont rendu la 

contamination du corps impossible à ignorer. Les contaminants pénètrent dans notre corps par 

l'alimentation, la respiration, l'absorption cutanée et l'exposition quotidienne aux 

innombrables produits chimiques créés et employés par les humains. 

I.  Qu’est ce qu’un métal lourd ? 

La notion de "métaux lourds" possède plusieurs définitions différentes : « heavy metal », qui 

implique une notion de toxicité, et le terme « éléments-traces métalliques » (ETM), car ils se 

retrouvent souvent en très faible quantité dans l’environnement. Dans ce contexte, nous 

utiliserons le terme « métaux lourds » dans le sens de l’impact toxique sur les humains et les 

environnements (Baker et Walker, 1989 ; Untereiner et Meunier, 2008). 

Ce sont des éléments ayant des masses atomiques entre 63,5 et 200,6 et une densité supérieure 

à 5.0 (Srivastava et Majumder, 2008). Pour d'autres, il s'agit des éléments métalliques compris 

entre le cuivre et le plomb dans le tableau périodique des éléments, excluant donc le fer et le 

chrome (Untereiner et Meunier, 2008). 

D’un point de vue purement chimique, les éléments de la classification périodique formant 

des cations en solution sont des métaux. 

D’un point de vue physique, le terme « métaux lourds » désigne les éléments métalliques 

naturels, caractérisés par une forte masse volumique supérieure à 5 g/cm3. 

D’un point de vue biologique, on en distingue deux types en fonction de leurs effets 

physiologiques et toxiques : métaux essentiels et métaux toxiques (Untereiner et Meunier, 

2008). 

Les métaux essentiels sont des éléments indispensables à l’état de trace pour de nombreux 

processus cellulaires et qui se trouvent en proportion très faible, de l’ordre du nanomolaire, 

dans les tissus biologiques (Loué, 1993). Certains peuvent devenir toxiques, lorsque la 

concentration dépasse un certain seuil, c’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc 

(Zn), du fer (Fe). Par exemple, le zinc, à la concentration du millimolaire, est un oligo-

élément qui intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques (déshydrogénases, 

protéinase, peptidase) et joue un rôle important dans le métabolisme des protéines, des 
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glucides et des lipides (Kabata-Pendias et Pendias, 2001). Le zinc est un cofacteur des ADN 

polymérases et le nickel est nécessaire à certaines uréases.  

Au vu de la grande variété d'ETM (plus de cinquante éléments) et de leurs effets biologiques,  

la bactérie doit réguler leur concentration intracellulaire et son homéostasie (Nies, 1999). La 

concentration de ces éléments doit rester homéostatique, sans atteindre des niveaux toxiques 

(Untereiner et Meunier, 2008). 

II.  Sources des métaux lourds 

Les métaux lourds qui entrent dans l'environnement aquatique proviennent de sources 

naturelles et de sources anthropogènes. Leur entrée peut être le résultat soit de déversements 

effectués directement dans les écosystèmes marins et dans les eaux douces, soit d'un 

cheminement indirect comme dans le cas des décharges sèches et humides et du ruissellement 

agricole. 

 

 Tableau I. Sources des métaux lourds (Zoller, 1984) 

Sources naturelles Sources anthropogènes 

• L'activité volcanique,  

• L'altération des continents et les incendies de 

forêts.  

• Le dégazage des terres et des océans (cas du 

mercure). 

• Activité thermale 

 

• Les effluents d'extractions minières  

• Les effluents industriels 

• Les effluents domestiques et ruissellements 

orageux urbains 

• Le lessivage de métaux provenant de 

décharges d'ordures ménagères et de résidus 

solides 

• Les apports des métaux provenant de zones 

rurales (les pesticides),  

• Les sources atmosphériques, (combustion de 

carburants fossiles, incinération des déchets 

et émissions industrielles),  

• L’activité pétrochimique. 
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Tableau II. Sources industrielles et agricoles des métaux présents dans l'environnement (Biney et al., 
1992). 

Utilisations Métaux 

• Batteries et autres appareils électriques 

• Pigments et peintures 

 

• Alliages et soudures 

• Biocides (pesticides, herbicides, 

conservateurs) 

• Agents de catalyse 

• Verre 

• Engrais 

• Matières plastiques 

• Produits dentaires et cosmétiques 

• Textiles 

• Raffineries 

• Carburants 

• Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Ni 

• Ti, Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Sn, Cr, Al, As, Cu, 

Fe 

• Cd, As, Pb, Zn, Mn, Sn, Ni, Cu 

• As, Hg, Pb, Cu, Sn, Zn, Mn  

 

• Ni, Hg, Pb, Cu, Sn 

• As, Sn, Mn  

• Cd, Hg, Pb, Al, As, Cr, Cu, Mn, Ni, Zn 

• Cd, Sn, Pb 

• Sn, Hg, As 

• Cr, Fe, Al  

• Ni, V, Pb, Fe, Mn, Zn 

• Ni, Hg, Cu, Fe, Mn, Pb, Cd 

 

III.  Données toxicologiques sur les métaux lourds  

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a publié en 1972 les données toxicologiques sur 

les "métaux lourds" et leurs doses maximales tolérables dans l’alimentation. Le terme 

"métaux lourds" évoque tout naturellement une densité et un poids atomique élevés. 

L’utilisation industrielle accrue des métaux et des produits chimiques entraîne une 

augmentation importante des concentrations de métaux dans l'environnement. Contrairement 

aux contaminants organiques, les métaux lourds ne sont pas biodégradables et ont tendance à 

s'accumuler dans les organismes vivants et de nombreux de leurs ions sont connus pour être 

toxiques ou cancérogènes, même à très faibles concentrations. Les métaux lourds toxiques à 

inquiétude particulière dans le traitement des eaux usées industrielles comprennent : le zinc, le 

cuivre, le nickel, le mercure, le cadmium, le plomb et le chrome (Pardo et al., 2003). 

III.1. Le Cadmium 

III.1.1 Généralités sur le Cadmium (Cd)   

Élément naturel de numéro atomique Z = 48, abrégé en Cd, présent dans certains minerais 

sous forme d'impuretés. Il fût utilisé pour ses caractéristiques physico-chimiques notamment 
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dans les batteries pour la protection de l'acier contre la corrosion (cadmiage) et comme 

stabilisant pour les plastiques et les pigments. C’est un métal argenté qui ternit à l'air. Il est 

soluble dans les acides, mais pas en milieu alcalin. C'est le 65ème élément naturel le plus 

abondant de la croûte terrestre. On le trouve dans les piles, soudures, accumulateurs, pigments 

de peinture, produits pour la photogravure, les engrais et les pesticides.  

Dans l’environnement, il n'est presque jamais trouvé à l'état métallique, mais dans son état 

d'oxydation unique, c'est à dire +II. Les principaux composés du cadmium sont l’oxyde de 

cadmium, le chlorure de cadmium, le sulfure de cadmium (Bisson et al., 2011). 

III.1.2 Le cadmium dans l’environnement  

Dans l’eau, Le cadmium à l’état métallique n’est pas soluble ; ses sels le sont plus ou moins, 

en fonction du pH. En milieu aquatique, le cadmium est relativement mobile et peut être 

transporté sous forme de cations hydratés ou de complexes organiques ou inorganiques 

(Bisson et al., 2011). La concentration du cadmium dans l’eau douce non polluée est 

généralement inférieure à 0,001 mg/L et celle de l’eau de mer d’environ 0,00015 mg/L 

(Fleischer et al., 1974 ; Hiatt et Huff, 1975 ). 

Les eaux superficielles contenant plus de quelques microgrammes de cadmium par litre sont 

probablement polluées par les rejets des usines métallurgiques, des ateliers d’électroplastie, 

des fabriques de pigments cadmiés, de textiles, de plastiques stabilisés au cadmium, ou par les 

boues d’épuration (Fleischer et al., 1974). 

L’eau potable contient de faibles concentrations en cadmium (inférieures à 0,001 mg/L), 

lorsqu’elle provient de sources d’approvisionnement non polluées. Le cadmium présent 

comme impureté dans les tuyaux galvanisés, ou comme métal dans les baguettes de soudage 

ou de brasage des tuyauteries des chauffe-eau et des fontaines réfrigérées, peut contaminer 

l’eau peu avant sa distribution (Nordberg, 1974).  

Dans l’air, le cadmium est présent sous forme particulaire, la principale forme étant l’oxyde 

de cadmium. Ses fortes concentrations sont le lot de l’activité industrielle ainsi que le trafic 

routier  (Hiatt et Huff, 1975). Dans les régions non industrielles, la concentration de cadmium 

dans l’air se situe autour de 0,000001 mg/m3 (Friberg et al., 1974). 

Dans les sols, le cadmium est assez mobile néanmoins, il a tendance à s’accumuler dans les 

horizons supérieurs, riches en matière organique. La mobilité du cadmium est essentiellement 

fonction du pH, son adsorption par la phase solide du sol pouvant être 3 fois plus importante 

lorsque le pH augmente d’une unité entre 4-8. Dans l’eau du sol, l existe sous forme soluble: 
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CdCl2, CdSO4 ou sous forme de complexes insolubles inorganiques ou organiques (Bisson et 

al., 2011). 

III.1.3 La toxicité du cadmium  

La concentration admissible du cadmium dans l'eau potable est inférieure à 0,005 mg/L en 

fonction des critères d’ordre sanitaire (Yan-Hui Li et al., 2003).  L’apport hebdomadaire 

maximal admissible de cadmium pour l’adulte se situe entre 0,4 et 0,5 mg. La consommation 

quotidienne d’eau à la concentration maximale acceptable de cadmium fournirait environ 12% 

de l’apport maximal admissible (Frangi, 2006). 

Le cadmium à l'état de métal (CdO) sous forme divisée (poussières) peut pénétrer dans 

l'organisme par les voies respiratoires déjà au niveau de la cavité nasale, mais surtout dans le 

tractus pulmonaire (bronches et alvéoles), qui peut ainsi passer dans le sang, se répartir dans 

l'organisme et entrainer des effets toxiques au niveau de différentes cibles (poumons, reins, 

os, prostate, pancréas, thyroïde, vésicule biliaire...). Une exposition prolongée ou très intense 

peut provoquer une inflammation massive du parenchyme pulmonaire entraînant une 

pneumonie chimique sévère, « la pneumopathie cadmique » dont le taux de décès s’élève à 

20%. La symptomatologie peut n’apparaître qu’après une phase de latence trompeuse. De ce 

fait le cadmium métallique et ses composés divalents sont classés cancérogènes chez l'homme 

par le Centre International de Recherche sur le Cancer : le CIRC (Frangi, 2006). 

III.2. Le zinc 

 III.2.1. Généralités sur le zinc (Zn) 

Le zinc est un élément abondant qui constitue à peu près 0,004% de la croûte terrestre  La 

forme minérale la plus commune du zinc est la sphalérite (ZnS), qui est souvent associée aux 

sulfures de certains autres éléments métalliques tels que le plomb, le cuivre, le cadmium et le 

fer (Browing, 1969). 

L'oxyde de zinc sert à la fabrication de peinture, de caoutchouc, de fils, d'encres, d'allumettes 

et de produits chimiques. La «poussière» de zinc est utilisée en imprimerie ou pour teindre les 

tissus, purifier les graisses, ou cémenter les métaux dans des procédés métallurgiques. Le zinc 

laminé est utilisé dans les pièces ornementales et dans les batteries (Malle, 1992).   

III.2.2. Le zinc dans l'environnement 

Le zinc est présent de façon naturelle dans l'air, l'eau, le sol et dans la plupart des roches et de 

nombreux minéraux en proportions diverses dont les diverses conditions biologique et 
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physico-chimiques, telles que les variations saisonnières, constituent les principales sources 

de la teneur naturelle du zinc dans l’eau et dans le sol et il est plus mobile et biodisponible par 

exemple en milieu acide qu'en milieu basique (Malle, 1992).   

III.2.3. Le zinc et  la santé : Un  oligo-élément indispensable à faible dose 

Le zinc est essentiellement contenu dans la viande rouge et il ne semble pas exister de forme 

de stockage de ce métal dans l'organisme humain. Une carence patente en zinc est notée dans 

près d'un tiers de la population mondiale, essentiellement liée à la sous-alimentation. Il est 

présent dans plusieurs enzymes, participe aux échanges oxygène-gaz carbonique par les 

globules rouges (Lazzerini, 2007). 

Des données récentes montrent qu'il peut aussi y avoir des carences dans les populations de 

pays riches, liées à une alimentation mal équilibrée (Sandstead et al., 2008). Ces mêmes 

observations sont relevées dans des pays où les principales sources de protéines sont les 

céréales, surtout chez l'enfant et la personne âgée (Meydani et al., 2007). Un déficit, même 

léger, a un impact sur certaines fonctions  immunitaires (Dardenne, 2002) responsable de la 

défense vis-à-vis de certaines infections. Il peut induire une sensibilité accrue à certaines 

infections bactériennes (pneumonie) ou virales (diarrhées, infections des voies respiratoires), 

un retard de croissance, l'hypogonadisme, l'anorexie, la léthargie, les modifications cutanées 

et la cécité nocturne (David et al., 1984 ; Fraker, 1977 ; Fritzherbert, 1976 ; Prasad, 1983 ; 

Pohit, et al., 1985), ralentir la guérison des blessures (Senapati et Thompson, 1985). 

Aucune toxicité n'a été signalée pour le zinc d'origine alimentaire, bien que l'exposition 

professionnelle ou les interventions pharmacologiques puissent produire des symptômes 

(Prasad et al., 1978). Des effets tératogènes ont été signalés chez le mouton (Campbell et 

Mills, 1979) ainsi qu'une rupture du métabolisme du cholestérol et l’altération des réactions 

immunitaires par l'absorption de trop grandes quantités de zinc chez l'homme (Chandra, 

1984). 

III.2.4. Le zinc : un polluant à forte dose  

Le zinc est l'un des éléments traces métalliques (ETM) qui devient un contaminant et un 

polluant au delà des doses qui le rendent écotoxique, qui varient selon les espèces, et le 

contexte. On l'a d'abord constaté dans et autour des raffineries de zinc, où seules quelques 

espèces résistent bien aux sols contaminés par ce métal. Le zinc du sol ou apporté par l'eau, 

l'air ou les boues d'épuration, peut à certaines doses s'avérer écotoxique pour des plantes 

cultivées, telles que le soja (Borkert et al., 1998 ; Smith, 2009; Heemsbergen et al., 2010), ou  
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non toxique pour la plante, mais capable de s'y bioaccumuler dans les parties comestibles 

comme les feuilles et les graines (Priester et al., 2012). 

III.3. Le cuivre   

 III.3.1.  Généralités sur le cuivre(Cu) 

Le cuivre est un oligo-élément indispensable au métabolisme des êtres vivants. Il existe à 

l’état natif et est extrait d’une grande variété de minerais. Il se rencontre surtout sous forme de 

sulfures CuS et Cu2S, et sous forme d’oxydes Cu2O. La teneur en cuivre dans les minerais 

varie de 0,5 à 5 %.  

L’ion Cu2+ forme de nombreux complexes stables avec des ligands minéraux, comme les 

chlorures ou l’ammonium, ou avec des ligands organiques (Dameron et Howe, 1998 ; Bisson 

et al., 2005). 

L’oxyde cuivreux Cu2O est insoluble dans l’eau, alors que les formes CuSO4, Cu(OH)2 et 

CuCl2 le sont. La majorité du cuivre rejeté dans l’eau est sous forme particulaire et tend à se 

déposer, à précipiter ou à s’adsorber à la matière organique, au fer hydraté, aux oxydes de 

manganèse ou aux argiles. Dans l’eau, le cuivre particulaire représenterait de 40 à 90 % du 

cuivre (Bisson et al., 2005).  

Le cuivre métallique est utilisé dans tous les domaines de l'électricité, pour des appareils de 

chauffage et dans de nombreux alliages, comme catalyseur de réactions chimiques, etc... Les 

sels de cuivre sont utilisés dans l'industrie textile, les tanneries, l'industrie photographique, les 

traitements de surface, la céramique, les insecticides, etc...  

La forme hydratée est utilisée comme fongicide agricole, bactéricide et herbicides. Il entre par 

exemple dans la composition de la bouillie bordelaise utilisée pour le traitement des vignes 

(Brémond et Vuichard, 1973). 

 III.3.2. Le cuivre dans l'environnement 

La production du cuivre a augmenté lors des dernières décennies et, de ce fait, les quantités de 

cuivre dans l'environnement ont augmenté. La plupart des composés du cuivre se déposent et 

se lient aux sédiments de l'eau ou aux particules du sol. Les composés solubles du cuivre 

forment la plus grande menace pour la santé humaine. En général, les composés solubles du 

cuivre se retrouvent dans l'environnement après y avoir été rejeté. La concentration en cuivre 

de l'air est en général assez faible (Bisson et al., 2005). 
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 III.3.3. Effet du cuivre sur la santé 

Le cuivre est un élément essentiel chez l’homme et l’animal. Il est impliqué dans de 

nombreuses voies métaboliques, notamment dans la formation d’hémoglobine et la maturation 

des polynucléaires neutrophiles. De plus, il est un cofacteur spécifique de nombreuses 

enzymes et métalloprotéines de structure, intervenant dans le métabolisme oxydatif, la 

respiration cellulaire, la pigmentation. Il a une importance capitale dans l’entretien des 

processus biologiques (Bisson et al., 2005).  

Une exposition au cuivre à long terme peut provoquer une irritation au nez, à la bouche et aux 

yeux. Elle peut aussi provoquer des maux de tête, des maux d'estomac, des vertiges, des 

vomissements et des diarrhées. Les prises intentionnelles de fortes doses de cuivre peuvent 

provoquer des dommages au niveau des reins, du foie et même quelques fois entraîner la mort 

(Bisson et al., 2005). 
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Partie B : La résorption des métaux lourds 

 

Les méthodes classiques de révocation des métaux lourds des effluents industriels incluent 

généralement la précipitation chimique, l’oxydation chimique ou réduction, l’échange d'ions, 

la filtration, le traitement électrochimique, l’osmose inverse, les technologies membranaires et 

la récupération par évaporation (Kratochvil et Volesky, 1998; Norton et al., 2004; Vinopal et 

al., 2007; Green-Ruiz et al., 2008; Tsekova et al., 2010; Jin-Ho Joo et al., 2010).  

Ces processus peuvent être inefficaces; surtout quand les métaux en solution sont de l'ordre de 

1 – 100 mg/l, la production de boues chimiques toxiques et leurs élimination, devient alors 

une affaire onéreuse, conduisant très souvent à des problèmes écologiques  (Nourbakhsh et 

al., 1994).  

Le traitement biologique, basé sur l’utilisation de micro-organismes a été utilisé comme 

solution conventionnelle aux problèmes évoqués, peut conduire à la réduction des teneurs en 

métaux toxiques aux limites de l'acceptable pour l'environnement (Gabr et al., 2008). 

Parmi les différentes méthodes biologiques, la bioaccumulation et la biosorption,  

caractérisées par un bon potentiel d’élimination des métaux lourds (Volesky et Holan, 1995; 

Malik, 2004). La bioaccumulation est définie comme un phénomène de rétention des 

substances toxiques par les cellules vivantes, tandis que, les mécanismes de biosorption sont 

basés sur l'utilisation de la biomasse inerte. 

I.  Procédés d’éliminations des métaux lourds  

Les techniques de traitement des eaux usées reposent essentiellement sur des procédés 

d’élimination des métaux lourds. Elles présentent de nombreux avantages avec des limites. 

I.1. Les procédés  chimiques  

- L'échange d'ions a été largement appliqué pour l'élimination des métaux lourds des 

eaux usées. Toutefois, les résines échangeuses d'ions doivent être régénérées par des 

réactifs chimiques quand elles sont épuisées. En plus du coût élevé, cette pratique  

peut causer de graves pollutions secondaires, surtout lorsque le traitement d'une 

grande quantité d'eaux usées contenant des métaux lourds en faible concentration 

(Fenglian et al., 2011). 

- La coagulation-floculation des métaux lourds pour le traitement des eaux usées, est un 

nouveau procédé qui s'est avéré très prometteur dans ce domaine, où des boues de 
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décantation et de déshydratation de bonnes caractéristiques sont produites. Mais cette 

méthode implique la consommation des produits chimiques et l'augmentation du 

volume des boues (Fenglian et al., 2011). 

- La flottation offre plusieurs avantages, telles que la sélectivité élevée en métaux, 

l'efficacité d'élimination élevée, les périodes de détention faibles, et la production de 

boues plus concentrées (Rubio et al, 2002). Mais les inconvénients impliquent le coût 

élevé du capital initial, de maintenance élevée et des coûts d'exploitation. 

- Les techniques électrochimiques sont considérées comme rapides et bien contrôlées 

qui exigent moins de produits chimiques, et fournissent de bons rendements et 

produisent moins de boues. Toutefois, ces technologies impliquent des 

investissements initiaux et une fourniture d'électricité coûteux, ce qui limite leur 

développement (Fenglian et al., 2011). 

- L'adsorption est reconnue pour l'élimination des métaux lourds des eaux usées qui 

sont en  faible concentration. Le coût élevé du charbon actif limite son utilisation. 

Beaucoup de variétés d’adsorbants de faible coût ont été développés et testés pour 

éliminer les ions de métaux lourds. Cependant, l'efficacité de l'adsorption dépend du 

type de l’adsorbant. La biosorption des métaux lourds des solutions aqueuses est un 

processus relativement basé sur la technologie de filtration membranaire et elle s’avère 

très efficace (Fenglian et al., 2011). 

Bien que ces techniques soient très efficaces pour certains types de contaminants présents 

dans le milieu, elles présentent cependant de nombreux inconvénients. Pour la 

décontamination des sols par exemple, les interventions sont lourdes et onéreuses et 

produisent en général un sol stérile. Par exemple, le traitement chimique par lavage 

élimine aussi les microorganismes telluriques et l’humus (Kurniawan et al., 2006). 

I.2. Les procédés biologiques 

- La phytoremédiation, est l’utilisation des plantes pour l’extraction des produits 

toxiques à partir du sol, plus particulièrement les métaux lourds. Son principe est 

d’éliminer ou transformer les polluants organiques ou inorganiques présents dans les 

milieux solides (sols), liquides (eaux de surface et souterraines) et gazeux, en composés 

moins toxiques. Elle est passée depuis une dizaine d’années de la phase conceptuelle à la 

phase commerciale. Plusieurs travaux de recherche ont montré que certaines plantes 

peuvent accumuler des métaux lourds toxiques tels que As, Se, Zn, Fe, Ni, Co, Pb, Mn, 

Hg, Cr et Cu (Chandrasekhar et al, 2003, Prasad et Freitas, 2000). La phytoremédiation 
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regroupe: la phytoextraction, la rhizofiltration, la phytostabilisation, la phytovolatilisation, 

la phytodégradation (Abdelly, 2007). 

- La bioremédiation consiste à utiliser des systèmes biologiques et plus précisément des 

microorganismes pour réduire le niveau de pollution qui contamine le cycle 

biogéochimique des substances naturelles  dans l’air, l’eau ou le sol. La bioremédiation est 

une option avantageuse pour diminuer la pression exercée sur l’environnement (Abdelly, 

2007). 

Le procédé de la bioremédiation consiste à activer la capacité naturelle que possèdent de 

nombreux organismes, la plupart des temps microscopiques (bactéries, microalgues et 

champignons) à dégrader les polluants en composés inertes, comme l’eau et le gaz 

carbonique. Ces microorganismes peuvent être indigènes (déjà présents dans la zone 

polluée), ou exogènes (ajoutés au milieu), ou encore être prélevés sur le site contaminé, 

cultivées au laboratoire puis réintroduits dans le sol (bioaugmentation).  

Les principales technologies utilisées dans la bioremédiation sont: La bioaugmentation, la 

biofiltration, la biostimulation, le compostage et la biolixiviation (Malik, 2004 ; 

Vijayaraghavan et Yun, 2008 ; Volesky, 1990). 

I.3. La biomasse exploitée dans la bioremédiation des métaux lourds 

- La biomasse fongique 

Les moisissures et les levures sont faciles à cultiver, produisent des rendements élevés de la 

biomasse et en même temps peuvent être génétiquement et morphologiquement manipulés. 

Beaucoup de travaux ont été réalisés dans ce domaine (Ahluwalia et Goyal, 2006). 

- La biomasse algale  

Les algues représente une biomasse naturelle renouvelable qui prolifère de façon ubiquitaire 

et abondamment dans les zones littorales du monde. Elles ont attiré l'attention de nombreux 

chercheurs qui les ont testé pour leur utilisation comme un nouvel adsorbant des ions 

métalliques. Leur grande disponibilité, faible coût, haute capacité de sorption des métaux, en 

font d’elles un matériel biologique de choix (Apiratikul et Pavasant, 2008).  

- La biomasse bactérienne 

Les bactéries peuvent absorber et accumuler une quantité importante d'ions métalliques, et ont 

été caractérisées pour leur application potentielle dans ce domaine. La biosorption des cations 

métalliques peut être due à des sites chargés négativement sur la paroi cellulaire bactérienne 

appelés groupes fonctionnels qui impliquent une internalisation ou non de ces ions à 
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l’intérieur de la cellule, provocant leur immobilisation, ou encore due aux exopolysaccharides 

que la bactérie peut produire (Smith et al., 1994 ; Untereiner et al., 2008). 

II.  Les conditions physico-chimiques de la bioremédiation des métaux lourds 

Une analyse globale des résultats rapportés  dans la littérature suggèrent ce qui suit à propos 

de l'influence des conditions d'exploitation sur l'équilibre du processus de biosorption. 

II.1. Le pH  

Le pH semble être le facteur le plus important dans le processus de bioremédiation ; il affecte 

la chimie des métaux en solution, l'activité des groupes fonctionnels de la biomasse et la 

concurrence des ions métalliques (Veglio et  Beolchini, 1996). 

L’évaluation de l’élimination a généralement indiqué un processus fortement dépendant du 

pH avec la plus grande rétention à un pH voisin de la neutralité (Halttunen et al., 2008) ou en 

milieu faiblement acide (Guiqiu Chen et al., 2008 ; Low et al., 1995). 

La sorption des métaux peut se faire sur une large gamme de pH (de 3 à 8) (Rangsayatorn et 

al., 2004) et chaque métal à un son pH optimum de rétention (Ozdemir et al., 2003).   

II.2. Le Temps de contact  

L’évaluation du temps de contact de la biomasse avec le métal au bout duquel le processus de 

la rétention commence, ou le temps suffisant pour qu’il y ait élimination complète, est une 

donnée importante pour l’appréciation de la résorption des métaux. En général, la 

bioremédiation est un processus très rapide qui commence au bout de quelques minutes 

(Volesky et May-Phillips, 1995), ou quelques heures de contact. Très souvent, un équilibre 

ainsi qu’une rétention presque complète sont établis au bout de seulement quelques minutes 

(Wu et al., 2009), quelques heures (Verma et Shukla, 2000 ; Say et al., 2001 ; Lodeiro et al., 

2005), ou quelques jours (Wang et al., 1997)  et peut se composer d’une seule phase (Blanco 

et al., 1998). 

II.3. La concentration initiale en ions métalliques 

La plupart des travaux montrent que l’efficacité de l’élimination des métaux a été jugée 

proportionnelle à la concentration initiale du métal (Modak et al., 1996 ; Ozer et al., 1997), 

mais elle ne l’est pas forcement avec la teneur en biomasse (Guiqiu Chen et al., 2008).  
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II.4. La compétition et la sélectivité 

La biosorption est sélective dans certains cas. Cet aspect doit être étudié en détail, car son 

mode de traitement est principalement utilisé pour traiter les eaux usées contenant des ions 

métalliques et la suppression d'un métal peut être influencée par la présence d’un ou de 

plusieurs métaux (Tsezos et Volesky, 1982). 

Dans certains cas, la capacité de sorption d’un métal est plus élevée par rapport à un autre (en 

système binaire), sauf si la souche présente une importante affinité de biorésorption pour le 

second (sélectivité), ou elle est encore plus importante pour un même métal chez une souche 

par rapport à une autre. L'étendue de la sorption du métal dépend donc de la chimie des 

métaux, l’affinité pour les sites de liaison et le type du métal (Puranik et Paknikar, 1997 ; 

Sarabjeet Singh et Goyal, 2006). 

La présence d'un second métal en solution diminue la liaison d’un autre déjà existant, sinon 

c’est une compétitivité pour les groupes fonctionnels. Ceci démontre que la présence des 

bactéries dans la rhizosphère peut entrainer la réduction des ions mobiles dans la solution du 

sol (Veglio et  Beolchini, 1997 ; Lee et al., 2000 ; Wu et al., 2009). 

Chez les plantes par exemple, la capacité d'absorption des différents métaux, peut être jugée 

différente entre les racines et les feuilles. L'absorption se fait dans l’ordre suivant au niveau 

racinaire Ni> Cd> Pb> Cu> Cr; tige Ni> Pb> Cu> Cd> Cr et  Ni > Cd> Cu> Pb> Cr au niveau 

des feuilles (Prasad et Freitas, 2000). 

II.5. La concentration de la biomasse 

La concentration de la biomasse en solution semble influencer l'absorption spécifique des 

métaux lourds, où pour des valeurs faibles de teneur en biomasse il existe une augmentation 

de l'absorption spécifique. Gadd et al. (1988) ont suggéré qu'une augmentation de la 

concentration de la biomasse conduit à une interférence entre les sites de liaison. D’autres 

chercheurs ont invalidé cette hypothèse, en attribuant la responsabilité de la diminution de 

l'absorption spécifique à un manque de concentration de métal dans la solution par rapport à 

la concentration en biomasse. Cependant, ce facteur, doit être pris en compte dans toutes les 

applications de l’utilisation de la biomasse comme adsorbant. 

II.6. La température 

La température ne semble pas influencer les performances de bioremédiation dans la gamme 

20-35°C, cependant elle influence la croissance microbienne ainsi que son métabolisme. La 
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température n'a pas d’influence sur l’adsorption du cadmium par les cellules de Spirulina 

platensis par exemple (Rangsayatorn et al., 2004). 

III.  Le mécanisme de rétention à travers la cellule microbienne (biorésorption) 

Le mécanisme d’adsorption du métal par la biomasse microbienne se produit par le biais de la 

complexation, coordination, adsorption physique, chélation, échange d'ions, précipitation 

inorganique ou encore combinaison de ces procédés (Kratochvil et Volesky, 1998 ; Chen et 

al., 2005 ; Akhtar et al., 2008 ; Jin-Ho Joo 2010) 

La paroi cellulaire microbienne est riche en polysaccharides et des glycoprotéines telles que 

glucanes, chitine, mannanes et phospho-mannanes. Ces polymères forment une source 

abondante de ligands pour la liaison du métal, contenant ce qu’on appelle groupes 

fonctionnels (Farkas, 1980). 

III.1. Les groupes fonctionnels de la paroi cellulaire bactérienne (Gram+ et Gram-) 

Une variété de groupes fonctionnels, présents sur la surface de la biomasse, sont connus pour 

être inclus dans la bioremédiation du métal et y participent d’une manière active. Il s'agit de 

carboxyle, carbonyle, amine, hydroxyle, phosphate et groupes sulfhydryle, pour immobiliser 

les ions métalliques (Volesky, 2003).  

L'activité métabolique bactérienne peut créer un potentiel électrique à travers la membrane 

plasmique, appelé gradient de protons. Au cours du métabolisme aérobie, les protons sont 

pompés à travers la membrane plasmique vers l'extérieur de la cellule dans l'espace 

périplasmique, et des électrons ou des espèces chargés négativement tels que les OH- sont 

concentrés à l'intérieur de la cellule (Untereiner et al., 2008). Cette étude démontre que l'état 

métabolique des bactéries peut influencer la mesure de l’adsorption passive des métaux sur 

des groupes fonctionnels de la paroi cellulaire.  

À faible pH, les groupes fonctionnels situés sur la paroi cellulaire sont le plus souvent 

protonés, et par conséquent, peu ou pas d'adsorption de métal. Quand le pH augmente, les 

groupes fonctionnels de surface déprotonent successivement, ce qui entraîne la charge 

négative globale sur la paroi cellulaire et une augmentation du nombre de sites disponibles 

pour l’adsorption du métal (Kelly, 2006). 
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Tableau III Principaux groupements fonctionnels et constituants membranaires chez les bactéries 
(d’après Cox et al., 1999). 

 
 

Groupements fonctionnels 
 

Constituants membranaires 
 

Carboxyles 

R-COOH 

 

acides lipotéichoïques 

LPS 

EPS 

Phosphomonoesters 

R-OPO3H2 

 

acides teichoïques 

LPS 

EPS 

Phosphodiesters 

(RO)2-P(OH)2 

peptidoglycane 

phospholipides 

Amines  R-NH3+ 

 

peptidoglycane 

phospholipides 

Hydroxyles R-OH 
 

Peptidoglycane 

 

 III.1.1. Les groupes fonctionnels de la paroi cellulaire des Gram positif 

Le peptidoglycane constitue jusqu'à 50% de la paroi cellulaire en poids. L’acide teichoïque est 

lié à la paroi cellulaire des Gram positifs par des groupes phosphoryles, qui sont des sites 

actifs d'adsorption. L'acide téichoïque est lié de manière covalente aux sucres du 

peptidoglycane par une unité de liaison contenant deux sucres et un groupe phosphoryle, qui 

peut également être actif pour l’adsorption des cations métalliques (Kelly, 2006). 

 III.1.2. Les groupes fonctionnels de la paroi cellulaire des Gram négatif 

La paroi cellulaire des Gram négatif comprend une quantité moindre de peptidoglycane que 

les bactéries Gram-positives et les cellules ont une membrane extérieure complexe, mais les 

constituants d’acides teichoïques et teichuronic n’y existent pas (Beveridge, 1999). La 

membrane externe de bactéries Gram négatif contient des phospholipides, des lipoprotéines, 

des lipopolysaccharides et des protéines diverses. Les phospholipides ont des groupes 

phosphoryles dans l'environnement local de même coordination que les groupes phosphoryles 

de l'acide teichoïque (Kelly, 2006). 
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La chaîne peptidique liant les deux sucres du peptidoglycane comprend quatre groupes 

d'acides aminés avec de l'acide D-glutamique et de l'acide mesodiaminopimelic (DAP) 

contenant les deux groupes carboxyles d'intérêt pour l'adsorption des cations métallique.  

 

 

 

Figure 1. Structures de la membrane et de la paroi de peptidoglycane chez les bactéries Gram+/Gram- 
(Bisognano, 2000) 

 

III.2. Interactions entre les bactéries et les métaux dans l’environnement 

Certains métaux sont essentiels pour les microorganismes (K, Na, Mg, Ca…) et participent au 

fonctionnement des cellules. Dans certaines réactions catalytiques indispensables pour le 

fonctionnement de l’organisme, des métallo-enzymes ont besoin d’un ion métallique comme 

atome central. De plus, afin de générer de l’énergie, de nombreux microorganismes dépendent 

des composés métalliques comme donneurs d’électrons pour le métabolisme (le 

chimiotropisme), et comme accepteurs d’électrons pendant la respiration anaérobie. Il est 

courant de trouver des métaux à la surface des bactéries. En effet les ions métalliques sont un 

composant important des parois bactériennes (Kelly, 2006). 

Malgré la présence d’ions toxiques, certains microorganismes sont capables de survivre dans 

des milieux pollués, ils peuvent même retenir ou éliminer certains éléments polluant 

l’environnement. Cette capacité peut être le résultat de mécanismes induits ou intrinsèques 

aux individus (Gadd, 1992). 
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 III.2.1. Stratégies de survie des bactéries résistantes 

Les métaux et leurs complexes, doivent d'abord diffuser du milieu externe à la surface de 

l’organisme. Ces complexes sont souvent dynamiques, capables de se dissocier et se 

réassocier (complexation/dissociation) avant d’atteindre la surface biologique. Pour avoir un 

effet, le métal doit, dans un premier temps, réagir avec un site sensible sur la membrane 

biologique (adsorption/désorption). Après adsorption, on observe souvent, mais non 

nécessairement une phase d’internalisation. L’ampleur de ces processus varie selon la nature 

chimique des composés, la taille, le type d'organisme et les conditions physicochimiques au 

voisinage de l'organisme (pH, concentrations de métal ou de ligand, potentiel membranaire). 

En outre, certaines réponses biologiques aux métaux (l’efflux, le changement de pH à 

l'interface biologique, les modifications de charge de surface etc…) influencent la 

physicochimie des métaux en solution et à l'interface et modifient ainsi le flux 

d'internalisation ou la concentration du métal bioaccumulé (Untereiner, 2008). 

Le contrôle des concentrations internes (homéostasie), s’avère donc nécessaire. C’est 

pourquoi les bactéries ont développé différentes stratégies de défense pour se protéger de la 

toxicité des métaux dont: 

- Les protéines de la famille « Resistance-Nodulation-cell Division » (RND), 

permettant  la résistance via un mécanisme d’efflux. L’efficacité de ce système 

serait due au fait qu’il permette de diminuer la concentration cytoplasmique et 

périplasmique. Dans ce cas les cations peuvent être excrétés avant même leur 

entrée dans la cellule (Untereiner, 2008). 

-  La famille « Cation Diffusion Facilitators » (CDF) qui sont des systèmes 

d’efflux contrôlés par le gradient de concentration. Ces protéines sont 

généralement responsables de l’efflux des métaux présents dans le cytoplasme 

(Nies, 1999). 

- La famille des « P-type ATPases », forment une grande famille de transporteurs 

actifs dont l’énergie provient de l’hydrolyse de l’ATP. Il existe des ATPases qui 

importent et d’autres qui vont exporter les métaux.  

- Les microorganismes peuvent produire et rejeter vers l’extérieur des substances 

organiques tels les Exo-polysaccharides, susceptibles de modifier la mobilité des 

métaux en les immobilisant (précipitation, adsorption) par exemple, les rendant 
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ainsi insolubles : ce mécanisme est souvent décrit comme du « bioweathering » ou 

biolixiviation (Untereiner, 2008). 

- La bioaccumulation des métaux lourds et leur stockage subséquent dans la cellule 

sous forme inerte permet à la cellule de diminuer leur toxicité. C’est par exemple 

le cas chez Cupriavidus metallidurans CH34 qui réduit la sélénite sous forme de 

sélénium élémentaire et l’accumule sous forme de nodules dans le cytoplasme 

(Sarret et al., 2005). 

- Enfin, les métaux peuvent être biotransformés par des mécanismes 

d’oxydoréduction (Fe et Mn) liés à la respiration cellulaire, ou par alkylation (Hg). 

Ces transformations sont très importantes pour certaines bactéries en particulier les 

bactéries sulfato-réductrices et ont une incidence sur la biodisponibilité, la mobilité 

et la toxicité du métal. Les métaux toxiques peuvent être également transformés en 

une forme moins toxique voire non toxique par oxydation ou réduction 

enzymatique. Pour leur métabolisme énergétique, de nombreux procaryotes 

peuvent utiliser les métaux présents sous différents états d’oxydation (Cr, Mn, Fe, 

Co, Cu, As ou Se) comme donneurs ou accepteurs d’électrons (Ledin, 1996). 

 III.2.2. Adsorption et croissance microbienne  

Plusieurs travaux réalisés dans le domaine de la bioremédiation, utilisant des bactéries 

vivantes, ont montré qu’une grande partie du métal est éliminée pendant la phase active de 

croissance (phase exponentielle). D’autre part, une  dépendance de la densité cellulaire sur la 

réduction des métaux est notée pendant cette phase (Sinha et al., 2009), toutefois, une 

élimination régulière et constante pendant la phase stationnaire a été notée et jugée 

indépendante de la croissance des cellules (Chang et al., 1997 ; Clifford et al., 1997 ; Jo-Shu 

Chang et al., 1997). 

IV.  La rétention des métaux lourds dans l’environnement  

Les activités microbiennes peuvent causer la dissolution, la mobilisation ou l’immobilisation 

des métaux lourds dans les sols et les eaux. On peut diviser ces processus selon que la bactérie 

soit directement impliquée ou non.  

- Les interactions indirectes causent un changement de l’environnement local, du pH ou 

du potentiel d'oxydoréduction par exemple, ce qui peut provoquer un changement dans 

la spéciation des métaux.  
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- Les interactions directes, par contre, correspondent à l'action du microorganisme sur le 

métal, par oxydation, réduction, accumulation ou adsorption grâce à la cellule elle-

même ou grâce à des molécules membranaires ou capsulaires comme des 

exopolymères. La séquestration dans un biofilm est aussi un autre moyen de réduire la 

mobilité des métaux, et pourrait être utilisée en bioremédiation (Panak et al. 1998., 

White et Gadd, 2000). 

La figure 2. schématise ces principales interactions mises en évidence entre les métaux et les 

microorganismes.  

 

Figure 2. Les différents mécanismes de résistance des bactéries contre les métaux (M) (Valls et 
Lorenzo, 2002) 

 

IV.1. Biofilm et EPS pour la rétention des métaux lourds  

IV.1.1. Qu’est ce qu’un biofilm ? 

Un biofilm est défini comme une association structurée de microorganismes (bactéries, 

champignons etc…), se développant à une interface (eau/sol, eau/air, sol/air), sécrétant une 

matrice adhésive et protectrice appelée  EPS (Nikolaev et Plakunov, 2007). 

L’intérêt majeur du biofilm est de protéger les microorganismes y vivant, des divers stress 

environnementaux comme l’oxygène, la prédation, la dessiccation et les composés 

bactéricides.  
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IV.1.2. Les biofilms pour la rétention des métaux lourds  

Au sein d’un biofilm, les anions exopolysaccharidiques affectent la pénétration des cations 

métalliques toxiques (Kumar et al., 2007), où ils subissent différents phénomènes. Tout 

d’abord, ils réagissent avec les groupes phosphodiester et carboxylates, ce qui retarde leur 

diffusion dans le biofilm. Parallèlement, les cations métalliques se lient aussi de manière 

covalente avec les thiolates, sulfates et phosphates. Les métaux sont ainsi réellement 

séquestrés (Harrison et al., 2007). 

IV.1.3. Qu’est ce que les exopolysaccharides ou EPS ? 

On peut les définir comme des polymères organiques,  qui sont souvent responsables dans les 

biofilms, de la cohésion des cellules et de leur adhésion sur des substrats. 

Les EPS sont les principaux responsables de l’intégrité fonctionnelle et structurale des 

biofilms, et déterminent en partie les propriétés physico-chimiques et biologiques des biofilms 

(Characklis et wilderer, 1989). 

IV.1.4. Rôles et intérêts des EPS pour la rétention des métaux lourds 

Des études ont permis d’extraire des exopolysaccharides bactériens d’origine hydrothermale à 

partir de bactéries extrêmophiles, possèdant un pouvoir de rétention des métaux lourds,  

essentiellement le zinc, le plomb, le cadmium et le fer. La quantité de métaux fixés était 

relativement élevée (Guezennec, 2001). 

D’autres travaux ont également montré que les exopolymères des bactéries sulfato-réductrices 

(BSR) sont capables d’interagir avec les métaux. En effet de nombreux exopolymères agissent 

en tant que polyanions portant une charge négative des contre-ions dont les métaux lourds 

(Beech et Cheung, 1995).  

Certains auteurs rapportent également que la fraction protéique des EPS jouerait également 

une part importante dans la complexation des métaux. La liaison des métaux se fait ainsi par 

la biomasse et/ou par les EPS. Il a de plus été démontré que des biofilms des BSR exposées à 

du cadmium ou à du cuivre accumulent les formes solides du Cd et du Cu (CdS et CuS), qui 

ne semblent pas pénétrer à l’intérieur du biofilm (Garrido et al., 2002). 

V. Les microorganismes utilisés en bioremédiation 

Ils proviennent le plus souvent de milieux très variés et peuvent vivre dans des conditions 

extrêmes : des températures en dessous de 0°C ou au contraire, très élevées, dans des milieux 

inondés ou en plein désert, en présence d’un excès d’oxygène ou milieu anaérobie. En raison 
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de leur pouvoir d’adaptation, ces microoganismes sont utilisés pour éliminer les composés 

xénobiotiques. 

Parmi les bactéries aérobies reconnues pour leur pouvoir de dégradation, nous pouvons citer 

celles appartenant aux genres Pseudomonas, Alcaligenes, Sphingomonas, Mycobacterium et 

Burkholderia. 

Elles peuvent dégrader les pesticides, les hydrocarbures, les alcanes et les composés 

polyaromatiques et les métaux lourds. Souvent, elles utilisent le polluant comme source de 

carbone et d’énergie. 

Les bactéries anaérobies sont moins fréquentes que les aérobies, cependant, elles présentent 

un grand intérêt dans la bioremédiation des hydrocarbures. Dans tous les cas, l’opération 

implique le contrôle non seulement de la disponibilité des dépollueurs mais aussi l’ajustement 

en permanence des conditions optimales de leur efficacité: quantité et type de nutriments, 

concentration en oxygène, pH, température et salinité (Mamoun et Olivier, 1989 ; Beech et 

Cheung, 1995 ; pardo et al., 2003 ; Chen et al., 2005, O’Sullivan et Mahenthiralingam, 2005).  
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Partie C : Les modèles bactériens impliquées  

  

L'utilisation de micro-organismes et plus particulièrement les bactéries pour dégrader des 

métaux lourds a évolué comme un rapport coût-efficacité pour une stratégie d'assainissement 

des sites contaminés. 

Les genres Pseudomonas et Burkholderia furent des outils biologiques très efficaces, peu 

couteux et disponibles pour la bioremédiation des métaux lourds des solutions aqueuses. 

I.  Pseudomonas putida 

I.1. Caractères bactériologiques 

Les bactéries du genre Pseudomonas peuvent être définies comme des bacilles à Gram 

négatif, fins, droits, oxydase positive; aéro-anaérobies facultatives (Respiration nitrate chez 

certaines espèces); dégradant le glucose par respiration aérobie (voie oxydative et non 

fermentative). La mobilité est généralement faite par ciliature polaire (monotriche ou 

lophotriche). 

Ce sont des bactéries à indole négatif; dépourvues de spores et de capsules, présentant des 

colonies souvent pigmentées. Elles apparaissent la plupart du temps isolées ou en 

diplobacilles. 

Ce genre comprend plus d'une centaine d'espèces ubiquitaires (dont l'espèce-type est 

Pseudomonas aeruginosa), cependant de nombreuses espèces sont en cours d'exclusion (de 

par les progrès de la phylogénétique) leur nombre est réduit et tend vers une soixantaine 

d'espèces. 

I.2. Conditions de culture 

Les Pseudomonas sont des germes peu exigeants, la majorité des espèces n'exige aucun 

facteur de croissance et sont capables d'utiliser comme seule source de carbone et d'énergie un 

large spectre de substrats carbonés simples et variés. 

Ils se développent sur tous les milieux usuels, même les plus simples. Ils sont alcalinophiles  

et possèdent aussi une grande tolérance dans les gammes de température environnante, bien 

qu'ayant une température optimale de croissance située entre 30- 35 °C (mésophile). Ils sont 

capables de se développer à des températures entre 4- 42°C en ralentissant leur métabolisme. 
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Ils résistent à de nombreux inhibiteurs bactériens, particulièrement aux agents chimiques et 

métaux lourds. Ils continuent leur développement dans certaines solutions antiseptiques  et 

sont résistants à de nombreux antibiotiques (Baryshnikova et al., 2001). 

Les Pseudomonas fluorescents sont surtout actifs au niveau du rhizoplan où l'espèce P. 

fluorescens sensu stricto représente le taxon principal. Un groupe taxonomique intermédiaire 

entre P.fluorescens et P.putida s'est révélé caractéristique de la zone racinaire. Les germes 

ayant les plus fortes aptitudes à chélater le fer, sont également localisés proches de la 

rhizosphère (Mamoun et Olivier, 1989).  

I.3. Tolérance du cuivre, du cadmium et du zinc chez Pseudomonas putida  

Plusieurs chercheurs on démontré la capacité élevée de Pseudomonas putida à tolérer et 

même à réduire les métaux lourds en solution aqueuse. En raison de sa croissance en  

présence de concentrations importantes en métaux et sa capacité d’adsorption élevée  en 

conditions aérobies, cette bactérie pourrait être potentiellement utilisée dans des bioréacteurs 

ou in situ de système aqueux ou de sols contaminés aux métaux lourds (Chen et al., 2005). 

Dans plusieurs travaux, Pseudomonas putida a démontré des valeurs de concentration 

minimale inhibitrice (CMI) élevées pour les métaux notamment pour le zinc, cuivre et 

cadmium  et il a été constaté que la toxicité du cuivre était supérieure à celle du zinc et du 

cadmium. Pseudomonas putida fut capable d’éliminer plus de 80% de ces métaux pendant le 

cycle actif de croissance (Chen et al., 2005 ; pardo et al., 2003) et la biorésorption peut 

atteindre l’équilibre au bout de 10 minutes de contact, avec des pH optimaux de 6.0, 5.0- 6.0, 

et 7.0-7.5 (pardo et al., 2003). 

I.4. Classification scientifique Pseudomonas putida (Migula, 1894) 

• Règne : Bacteria  

• Division : Proteobacteria  

• Classe : Gammaproteobacteria  

• Ordre : Pseudomonadales  

• Famille : Pseudomonadaceae  

• Genre : Pseudomonas 

• Espèce : Pseudomonas putida 
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II.  Burkholderia fungorum 

Burkholderia est un genre bactérien composé d'environ 30 espèces qui sont endogènes au sol 

et la rhizosphère des plantes. Le genre Burkholderia a été isolé pour sa capacité à dégrader de 

nombreux métaux lourds. La diversité de la gamme de ces bactéries fait d'elles des agents de 

bioremédiation intéressants. Cependant et contrairement à ce potentiel, plusieurs espèces 

peuvent être pathogènes chez les patients immunodéprimés et ceux atteints de mucoviscidose. 

Il y a un potentiel commercial important pour des souches non pathogènes de Burkholderia 

(O’Sullivan et Mahenthiralingam, 2005). pardo et al., 2003 

II.1. Caractères bactériologiques 

La définition du genre Burkholderia repose avant tout sur des considérations génomiques et 

sur la composition des lipides cellulaires. Ce sont des bacilles droits, à Gram négatif, non 

sporulés, mobiles grâce à un ou à plusieurs flagelles polaires (Burkholderia mallei est 

cependant dépourvue de flagelles et immobile). Ils sont à métabolisme oxydatif, aérobies 

stricts, catalase positive, oxydase variable selon les espèces. La plupart des espèces, 

expriment de manière constitutive des exopolysaccharides de surface (microcapsule). 

Le genre Burkholderia (auparavant faisant partie du genre Pseudomonas) regroupe un 

ensemble de bactéries qui colonisent une très large variété de niches écologiques, c'est 

virtuellement un genre ubiquiste.  

Burkholderia est un genre phylogénétiquement cohérent dans le sous-embranchement des β-

protéobactéries, qui se distingue par sa richesse fonctionnelle et sa polyvalence. Les espèces 

sont omniprésentes dans les écosystèmes terrestres naturels, comme le sol et la rhizosphère 

des végétaux (Coenye et al., 2001).  

La polyvalence écologique du genre Burkholderia a été attribuée à deux facteurs principaux : 

d'abord Burkholderia sont métaboliquement robustes en raison de l'énorme capacité de codage 

de leurs grands génomes multi répliquant,  dont la taille varie de 6 à 9 Mo, et d'autre part leurs 

génomes contiennent un tableau de séquences d'insertion, qui favorisent la plasticité 

génomique et la capacité d'adaptation générale (O’Sullivan et Mahenthiralingam, 2005).  

II.2. Conditions de culture 

Elles sont aérobies mais capable de croître en anaérobiose en présence de nitrate ou 

d'arginine. La température optimale de croissance est comprise entre 37-39 °C mais la plupart 
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des souches cultive bien à 42 °C. Burkholderia pseudomallei ne cultive pas à 5°C mais elle 

est capable de survivre plus de 6 mois à cette température.  

Très peu exigeantes, la croissance est rapide sur les milieux ordinaires et les colonies obtenues 

après 24-48 heures d'incubation sur gélose peptonée sont petites, rondes, bombées, 

blanchâtres et d'un diamètre de 2 à 3 mm. Après 48-72 heures d'incubation, les colonies 

s'agrandissent (diamètre de 5 à 10 mm), elles sont opaques, de couleur crème et dégagent une 

odeur de terre ou de truffe (O’Sullivan et Mahenthiralingam, 2005). 

II.3.  Burkholderia sp, a un pouvoir de bioremédiation et un effet PGPR  

Les Burkholderia sont communément isolés des rhizosphères de plantes, ce qui les rend 

appropriés pour les stratégies de dégradation des polluants de la rhizosphère appelée 

rhizoremediation. La propriété des Burkholderia  à promouvoir la croissance des plantes (effet 

PGPR) ainsi que leur effet comme biopesticides, leur confère un avantage comme outil de 

base et efficace pour développer des systèmes capables d'effectuer ces deux activités de 

biotechnologie (O’Sullivan et Mahenthiralingam, 2005). 

 Des travaux avaient montré qu’une souche bactérienne Burkholderia sp, résistante aux 

métaux lourds  pouvait diminuer la solubilisation du plomb et du cadmium dans la culture en 

solution et dans les sols et permettre ainsi l’augmentation de façon significative de la 

biomasse des plantes de maïs et de la tomate. Ces bactéries favorisant la croissance des 

plantes (PGPR) et adsorbant des métaux lourds, peuvent fournir une nouvelle ébauche pour la 

bioremédaition microbienne améliorée des sols pollués en métaux lourds (Jiang  et al., 2008).  

D’autres travaux avaient montré que Burkholderia fungorum pouvait diminuer la 

concentration du Cd grâce à sa capsule ou ses exopolysaccharides, le déposer dans l'enveloppe 

cellulaire, mais  sans internalisation dans la cellule (Jun-Hui et Hang, 2012). 

II.4. Classification scientifique  (Coenye et al. 2001) 

• Règne : Bacteria  

• Embranchement: Protéobactéries  

• Classe: Beta protéobactéries  

• Ordre: Burkholderiales  

• Famille: Burkholderiaceae  

• Genre: Burkholderia  

• Espèce: B. fungorum  

• Nom binomial Burkholderia fungorum  
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I.  Matériel  

I.1. Matériel biologique et collecte des échantillons 

Depuis les années 70,  plusieurs travaux ont porté sur une gamme très variée de souches de 

microorganismes afin de déterminer leur aptitude à accumuler les métaux lourds. 

 I.1.1. Les bactéries 

Les bactéries utilisées dans cette étude proviennent de sols rhizosphériques :  

- La souche Burkholderia fungorum souche Bf01, isolée à partir d’endophytes 

d’arachides (Arachis hypogea) de l’oasis Sebseb (Ghardaia), au niveau du laboratoire 

biologie des sols  par Mme Djebara M, pendant l’année universitaire 2007, conservée 

dans des cryotubes à -70°C dans du glycérol à 20% (caractérisation molécullaire). 

- La souche Pseudomonas putida souche Pp01, isolée au laboratoire physiologie 

végétale de la FSB -USTHB, à partir des racines de blé dur (Triticum durum L.) 

par Melle Bourahla M, en janvier 2012 (caractérisation partielle). 

I.2. Milieux de culture 

Les milieux de culture utilisés sont: 

 I.2.1. Le milieu SLP (Sucrose minimal salts Low Phosphates)  

C’est un milieu minimum standard, pauvre en phosphates, désigné pour éviter la précipitation 

des sels des métaux lourds à 50 mg/L (Chun-yu Jiang et al., 2008). Le milieu SLP liquide  est 

utilisé pour les cultures liquides (suspensions bactériennes) qui ont servi : 

- L’ensemencement en surface dans l’étude du stress métallique des deux bactéries,  

- L’étude de la biorésorption des métaux par Burkholderia fungorum souche Bf01 

- Le suivi de la cinétique de croissance de B.fungorum souche Bf01en présence et 

en absence du métal. 

Le milieu SLP solide a servi pour l’étude du stress métallique des deux bactéries, en utilisant 

la méthode de diffusion sur plaque (Summer et Silver, 1972).  

Il est constitué de : 

- 1% de sucrose 

- 0.1% (NH4) SO4 
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- 0.05% K2HPO4 

- 0.05% MgSO4 

- 0.01%  NaCl 

- 0.05% Extrait de levure15 g/l d’agar (pour le milieu solide) 

- pH 7.4  

- Stérilisation à l'autoclave pendant 20 min à 120°C. 

I.3. Solutions des métaux lourds 

Des solutions mères de métaux lourds de 10g/l et une gamme de concentration de 50 à 

10000mg/L ont été utilisés, dont : 

- Solution du cuivre 

- Solution du cadmium 

- Solution du zinc 

II.  Méthodes 

II.1. Repiquage des bactéries sur milieu solide (test de viabilité) 

Pour l’étude de la viabilité des cellules bactériennes, les bactéries ont été repiquées en stries 

sur milieux solides et mises à incuber à 28°C. 

II.2. Préparation des solutions de métaux lourds 

Pour étudier l’influence des différentes concentrations en métal sur la croissance bactérienne, 

une large gamme de concentration pour chaque métal a été utilisée, à partir de solutions mères 

à 10 g/l pour le Cd, le Cu et le Zn.  

Les solutions mères (à 10 g/L) ont été filtrées (à 45µm),  puis utilisées. Une gamme de 

concentration de 50 à 10000 mg/L (0-50-100-200-300-400-500-1000-2000-3000-4000-5000-

10000 mg/L) est préparée pour les différents tests bactériologiques, particulièrement la survie 

des bactéries en présence de métaux lourds.  

Le tableau suivant représente cette dernière gamme : 
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Tableau IV Codification des concentrations des solutions des métaux lourds 

Code 

concentration 
 M  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

[C] mg/l 10000 5000 4000 3000 2000 1000 500 400 300 200 100 50 

II.3. Préparation des suspensions bactériennes de Burkholderia fungorum et 

Pseudomnas putida  

Les cellules en phase exponentielle de croissance (entre 12h et 15h d’incubation) des bactéries 

étudiées sur milieu SLP liquide sont recueillies pour tester leur résistance aux métaux lourds 

et déterminer ainsi les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ou MIC (Minimal 

Inhibitiory Concentration) (Chun-yu Jiang et al., 2008). 

II.4. Résistance de Burkholderia fungorum et Pseudomonas putida aux Cd, Cu et Zn  

La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (MIC) est couramment utilisée 

pour déterminer la sensibilité d'une souche aux antibiotiques. L'application de cette technique 

pour d'autres éléments toxiques, permet de déterminer le seuil de résistance des bactéries à ces 

molécules (Untereiner, 2008). 

La MIC d'un toxique est définie comme la concentration la plus faible de cette molécule 

capable d'empêcher le développement visible de la bactérie dans des conditions standardisées 

(Untereiner, 2008). 

Dans ce travail, la MIC sera déterminée par diffusion en milieux solide sur boite de Petri 

contenant le milieu SLP solide (Aleem et al., 2003 ; Summer et Silver, 1972). Celle-ci est 

confirmée en milieu SLP. L’appréciation de la croissance est réalisée par la mesure de la 

densité optique à 600 nm (DO600). La MIC correspond alors à la plus faible concentration 

pour laquelle la croissance est nulle.  

 II.4.1. Protocole d’étude de la résistance par diffusion du métal sur milieu solide 

Le milieu SLP solide est coulé à chaud en boites de Petri. L’ensemencement est réalisé en 

surface (suspension bactérienne de 12h à 15h). Après séchage, des petits puits sont 

confectionnés à l’aide d’un emporte pièce (3mm de diamètre), qui reçoivent chacun une 

concentration C en métal (10000 - 5000 - 4000 - 3000 - 2000 - 1000 - 500 - 400 - 300 - 200 - 

100 - 50mg/L) respectivement codifiées (M, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11). Les boites de Petri 

sont ensuite incubées à 28°C pendant 7 jours (Fig.3).  
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Figure 3. Schéma du protocole de détermination de la MIC par diffusion sur milieu solide  
(méthode des puits). (Juan et al.,2006)  

 

 II.4.2. Résistance des souches en milieu liquide  et cinétique de viabilité  

Les courbes de croissance bactérienne en milieu liquide (en présence et en absence de métal), 

sont évaluées par le suivi de la densité optique (absorbance à 600 nm). 

- Suivi de la croissance bactérienne de B. fungorum en milieu liquide  

Les courbes de croissance  bactérienne sont réalisées en milieu liquide. La densité optique est 

mesurée à une longueur d’onde de 600 nm. L’effet des trois métaux lourds (Cd, Zn et Cu)  sur 

la croissance est évalué, les courbes sont ainsi comparées au témoin (courbe de croissance 

bactérienne dans un milieu dépourvu de métal).  

Lorsque les bactéries sont exposées à un toxique, les variations des paramètres 

caractéristiques de la croissance par rapport à ceux d'une culture témoin non exposée, 

permettent de définir les capacités de résistance de la souche à ce toxique (Untereiner, 2008). 

La détermination de la CMI en milieu liquide est réalisée dans des flacons (Schott) de 500 ml 

remplis au 1/5e du volume avec le milieu SLP dont le pH est ajusté à 6-6.5 pour Cd et Cu et à 

7 pour Zn, pH correspondant au pH optimum de rétention de chacun de ces métaux 

(Vijayaraghavan et Yeoung-Sang Yun, 2008). 

Ces dispositifs expérimentaux sont incubés à 28°C, sous agitation à 200 rpm (pour assurer 

l’oxygénation). La croissance bactérienne est effectuée par lecture de la densité optique à 600 

nm et à différents temps (0, 15, 24, 48,72, 96, 120, 144, 168 heures). 

  

Concentration 1 

Concentration 3 

Concentration 2 Concentration 4 

Concentration 6 

Concentration 5 
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- Evaluation de la résistance bactérienne de B. fungorum en milieu liquide  

La lecture de la croissance par la mesure de la DO600
 
permet de déterminer la CMI en 

présence des métaux lourds et pour évaluer la résistance de la souche Bf01 aux Cu, Cd et Zn 

les taux de réduction de sa croissance en présence de différentes concentrations en chaque 

métal ont été calculés et notés en deux temps différents (à 24 heures et à 50 heures) en suivant 

l’équation : 

 

 

Y : c’est la DO600 au point 24h ou 50h en présence d’une concentration � du métal 

Yt : c’est la DO600 au point 24h ou 50h du témoin (en absence du métal) 

- Le pH est également mesuré sur chaque aliquote prélevée de manière à déterminer 

l’évolution du pH durant l’expérimentation.  

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 4. Suivi de la croissance de B. fungorum souche Bf01en présence et en absence de métaux 

 

II.6. Elimination du  Cd, Zn et Cu par B. fungorum  

La quantité du métal résiduel est mesurée par analyse du milieu surnageant après 

centrifugation à 15000 rpm pendant 15min. Le métal éliminé de la solution aqueuse ou retenu 

par les cellules bactériennes est calculé en déterminant la différence entre la concentration 

initiale du métal et celle déterminée en fin d’expérimentation. 

La quantification de l'accumulation du métal par la bactérie est déterminée par deux mesures 

complémentaires effectuées en parallèle : le dosage du métal résiduel et celui  accumulé par  

les bactéries. Pour ce faire, des prélèvements sont effectués à des temps définis (0, 15, 24, 

���� �� 	é����
�� �� �� �	�
������ �%� � �� � �
��� � ��� %, dont : 



Chapitre 2   Matériel et méthodes 

35 

 

48,72, 96, 120, 144, 168 heures). La centrifugation permet de séparer le culot bactérien du 

surnageant de culture, auquel on ajoute 2ml/L d’acide nitrique (pour fixer et éviter la 

précipitation du métal). Le dosage du métal est réalisé par spectrophotométrie à absorption 

atomique-SAA. Mode Flamme (Chang Jo-Shu et al., 1997). La quantité du métal éliminé est 

ainsi calculée, en déterminant la différence entre la quantité initiale (à t0) et la quantité 

résiduelle.  

 

 

Pour évaluer la vitesse du processus d’élimination du Cd, Zn et Cu, nous avons calculé la 

variation moyenne de la concentration de ces trois métaux par unité de temps avec l’équation : 

 

 

 

Dont : 

∆Cc : variation de la concentration en métal 

∆t : variation de temps 

Cc1 : concentration 1 à temps 1 

Cc2 : concentration 2 à temps 2   

Variation moyenne de la concentration par unité de temps = � � ∆��
∆� � ������ 

����  

Qté du métal éliminé = Qté du métal initial – Qté du métal résiduel 
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L’étude de la résistance des deux souches bactériennes rhizosphériques : Burkholderia 

fungorum souche Bf01 et Pseudomonas putida souche Pp01, aux différentes concentrations 

en Cd, Zn et Cu ainsi que leur efficacité à éliminer ou à réduire les métaux lourds de l’eau, 

permettront le développement d’un outil biologique pour la bioremédiation. 

I.  Test de viabilité de P. putida Pp01 et B. fungorum Bf01 sur milieu SLP solide  

 

 

 

 

  

 
 

Figure 5.  Morphologie des colonies bactériennes sur milieu SLP solide 
(a) Pseudomonas putida souche Pp01, après 24h d’incubation à 28°C. 
(b) Burkholderia fungorum souche Bf01, après 48h d’incubation à 28°C. 

Les deux bactéries étudiées Pseudomonas putida souche Pp01 et Burkholderia fungorum 

souche Bf01 présentent une bonne croissance sur milieu SLP solide. Les colonies apparaissent 

après seulement 24h pour  la souche Pp01 et après 48h pour la souche Bf01, à 28°C. 

II.  Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

II.1. La CMI sur milieu SLP solide  

II.1.1. Pseudomonas putida souche Pp01  

� Le cuivre 

 

 

 

 

Figure 6. Effet de concentrations croissantes en Cuivre sur la croissance de Pseudomonas putida 
souche Pp01 en milieu SLP solide 

(M: 10g/L- 1: 5g/L - 2: 4g/L - 3: 3g/L – 4: 2g/L – 5: 1g/L – 6: 0.5g/L – 7: 0.4g/L – 8: 0.3g/L – 9: 0.2 g/L - 10: 
0.1g/L - 11: 0.05g/L) 

La figure 6 montre des zones d’inhibition plus ou moins importantes autour des 

concentrations : 10 - 5 - 4 - 3 - 2 - 1 - 0.5 - 0.4 - 0.3 - 0.2 - 0.1 g/L. Ceci explique que la 

bactérie étudiée « Pseudomonas putida souche Pp01 » ne se développe pas en présence de ces 

(a) (b) 
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concentrations. Elle commence à proliférer à partir du puits 11, qui correspond à une 

concentration de 0.05g/L de Cu (50 mg Cu/L). 

� Le cadmium  

 

 

 

 

 

Figure 7. Effet de concentrations croissantes en cadmium sur la croissance de Pseudomonas putida 
souche Pp01 en milieu SLP solide 

(M: 10g/L- 1: 5g/L - 2: 4g/L - 3: 3g/L – 4: 2g/L – 5: 1g/L – 6: 0.5g/L – 7: 0.4g/L – 8: 0.3g/L – 9: 0.2 g/L - 10: 
0.1g/L - 11: 0.05g/L) 

Comme le montre la figure 7, les zones d’inhibition autour des concentrations : 10 - 5 - 4 - 3 - 

2 - 1 - 0.5 - 0.4 g/L  sont plus ou moins importantes. La bactérie Pseudomonas putida souche 

Pp01  ne se développe donc pas en présence de ces concentrations. Elle commence à 

proliférer à partir du puits 8, correspondant à une concentration de 0.3g/L de Cd (300 mg 

Cd/L). 

� Le zinc   

 

 

 

 

 

Figure 8. Effet de concentrations croissantes en zinc sur la croissance de Pseudomonas putida souche 
Pp01 en milieu SLP solide 

(M: 10g/L- 1: 5g/L - 2: 4g/L - 3: 3g/L – 4: 2g/L – 5: 1g/L – 6: 0.5g/L – 7: 0.4g/L – 8: 0.3g/L – 9: 0.2 g/L - 10: 
0.1g/L - 11: 0.05g/L 

En présence de concentrations croissantes en zinc, des zones d’inhibition plus ou moins 

importantes apparaissent autour des concentrations: 10 - 5 - 4 - 3 - 2 - 1 - 0.5 - 0.4 - 0.3 g/L. 

Ceci nous permet de dire que Pseudomonas putida souche Pp01 ne prolifère pas en présence 

de ces concentrations. Elle se développe à partir du puits 9 correspondant à une concentration 

de 0.2g/L de Zn (200 mg Zn/L).  
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II.1.2. Burkholderia fungorum souche Bf01 

� Le cuivre  

 

 

 

 

 
 

Figure 9. Effet de concentrations croissantes en cuivre sur la croissance de Burkholderia fungorum 
souche Bf01en milieu SLP solide 

(M: 10g/L- 1: 5g/L - 2: 4g/L - 3: 3g/L – 4: 2g/L – 5: 1g/L – 6: 0.5g/L – 7: 0.4g/L – 8: 0.3g/L – 9: 0.2 g/L - 10: 
0.1g/L - 11: 0.05g/L  

La figure 9 indique des zones d’inhibition importantes pour les concentrations : 10 - 5 - 4 - 3 - 

2 - 1 - 0.5 - 0.4 – 0.3 – 0.2 g/L donc Burkholderia fungorum souche Bf01 ne se développe pas 

en présence de ces concentrations. Elle commence à proliférer  à partir du puits 10 

correspondant à la concentration 0.1 g/L de Cu (100 mg Cu/L). 

� Le cadmium  

 

 

 

 

 

Figure 10. Effet de concentrations croissantes en Cadmium sur la croissance de Burkholderia 
fungorum souche Bf01en milieu SLP solide 

(M: 10g/L- 1: 5g/L - 2: 4g/L - 3: 3g/L – 4: 2g/L – 5: 1g/L – 6: 0.5g/L – 7: 0.4g/L – 8: 0.3g/L – 9: 0.2 g/L - 
10: 0.1g/L - 11: 0.05g/L) 

La figure10 montre des zones d’inhibition importantes pour les concentrations : 10 - 5 - 4 - 3 - 

2g/L, Burkholderia fungorum souche Bf01 commence à se développer à partir de la 

concentration de 1g/L de Cd (1000 mg Cd/L), correspondant au puits 5. 
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� Le zinc  

 

 

 

  

Figure 11. Effet de concentrations croissantes en zinc sur la croissance de Burkholderia fungorum 
souche Bf01en milieu SLP solide 

(M: 10g/L- 1: 5g/L - 2: 4g/L - 3: 3g/L – 4: 2g/L – 5: 1g/L – 6: 0.5g/L – 7: 0.4g/L – 8: 0.3g/L – 9: 0.2 g/L - 10: 
0.1g/L - 11: 0.05g/L) 

Les zones d’inhibition autour des concentrations : 10 - 5 - 4 - 3 - 2 - 1 - 0.5 g/L (Fig.11), 

indiquent que Burkholderia fungorum souche Bf01 ne se développe pas en présence de ces 

concentrations. Elle commence à se développer à partir de la concentration de 0.4g/L de Zn 

(400 mgZn/L).  

II.1.3. Conclusion  

Les concentrations minimales inhibitrices (MIC) de chacune des souches pour ces trois 

métaux sont mentionnées dans le tableau V. 

Tableau V : Concentrations minimales inhibitrices des deux bactéries (Burkholderia fungorum Bf01et 
Pseudomonas putida Pp01) sur milieu solide SLP. 

Bactérie Cuivre Cadmium Zinc 

Pseudomona putida souche Pp01 50-100 mg/L 300-400 mg/L 200-300 mg/L 

Burkholderia fungorum souche Bf01 50-100 mg/L >1000mg/L 400-500 mg/L 

D’après les résultats notés dans le tableau V, nous pouvons affirmer que le degré de toxicité 

des métaux lourds  étudiés vis-à-vis des deux souches bactériennes est établi comme suit : 

� Pour Burkholderia fungorum souche Bf01: Cu > Zn > Cd 

� Pour Pseudomonas putida souche Pp01: Cu > Zn > Cd 

Selon les concentrations minimales inhibitrices, les deux bactéries étudiées ont montré une 

résistance importante vis à vis des trois métaux. La bactérie Burkholderia fungorum souche 

Bf01 a cependant montré une meilleure tolérance aux trois métaux, surtout vis-à-vis du  

cadmium et du zinc. C’est pour cette raison que la souche Bf01 est retenue pour la suite du 

travail, particulièrement les expérimentations relatives à la bioremédiation par la rétention des 

métaux lourds.  
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II.2.   La CMI de B. fungorum souche Bf01 en milieu SLP liquide  

Pour une meilleure fiabilité de ces résultats, les CMI de la souche Burkholderia fungorum 

souche Bf01, pour Cd, Zn et Cu ont été également déterminées en milieu liquide. La DO600 est 

régulièrement mesurée pour établir la  cinétique de croissance de la bactérie en présence de 

chacun des métaux lourds, aux concentrations précédemment établies.  

Les résultats obtenus sont consignés sur les figures suivantes, où nous avons noté au niveau 

de la phase exponentielle de croissance et en présence des trois métaux, deux étapes 

essentielles : l’une se situant entre 0 et 24 heures et l’autre entre 24 et 50 heures : 

� Le cuivre  

 
Figure 12. Effet de différentes concentrations en Cuivre (de 0.02 à 0.2 g/L) sur la croissance de 

Burkholderia fungorum souche Bf01en milieu SLP liquide. 
 

 

D'après les courbes de croissance, la phase de latence est très courte, voir inexistante ; elle ne 

dépasse pas une à deux heures, quelque soit la concentration en métal. Nous pouvons donc 

conclure qu'il n'y a pas de temps d'adaptation de la souche aux différentes concentrations en 

cuivre (Fig. 12). Malgré le développement de B. fungorum souche Bf01 en milieu liquide en 

présence de concentrations croissantes en cuivre, sa croissance est ralentie avec 

l’augmentation de la concentration en cuivre de 20 à 200mg/L. Le tableau VI, montre les taux 

de réduction de la croissance de la souche Bf01, en présence de différentes concentrations en 

Cu. 
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Tableau VI. Taux de réduction de la croissance de Burkholderia fungorum souche Bf01, en présence 
de différentes concentrations en cuivre 

Concentrations (Cu) 20 mg/l 50mg/l 100mg/l 200mg/l 

Taux de réduction à 24 h 31% 49% 69% 83% 

Taux de réduction à 50 h 40% 60% 80% 90% 

 

L’analyse du taux de réduction sur les deux étapes précédemment citées nous permet de 

relever que durant : 

- Etape 1 (0-24 h) 

Malgré le développement de B. fungorum souche Bf01 en milieu liquide en présence de 

concentrations croissantes en cuivre, sa croissance reste significativement faible, voir bien 

inhibée avec les concentrations 100 et 200 mg/L, où elle est réduite respectivement à 69% et 

83%, elle commence à tolérer l’élément cuivre à partir de 50mg/L, où la réduction de la 

croissance à 24 heures est de moitié par rapport au témoin (49%). 

A 20mg Cu/L, la croissance n’est réduite que de 31% et elle est plus importante par rapport à 

celles en présence des autres concentrations. 

- Etape 2 (24-50h) 

A 100 et 200 mg/L, la croissance est réduite respectivement de 80% et 90%, elle commence à 

tolérer le Cu à partir de 50mg/l où le taux de réduction est de 60%. 

A 20mg Cu/L, la croissance n’est réduite que de 40% et on peut dire que B. fungorum souche 

Bf01 croît assez bien en présence de 20mg Cu/L et peut tolérer 50mg Cu/L.   
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� Le cadmium  

 

Figure 13. Effet de différentes concentrations en Cd (de 0.5 à 2.5 g/L) sur la croissance de 
Burkholderia fungorum souche Bf01en milieu SLP liquide sur 96 heures. 

 

La phase de latence reste très courte, voir inexistante ; elle ne dépasse pas une heure, quelque 

soit la concentration en Cd. Il n'y a donc pas de temps d'adaptation de la souche aux 

différentes concentrations en cadmium (Fig. 13). La croissance de B. fungorum souche Bf01 

en milieu liquide est inversement proportionnelle la concentration du cadmium de 500 et 2500 

mg/L. Les taux de réduction de la croissance de la souche Bf01 en présence de différentes 

concentrations en Cd sont mentionnés dans le tableau VII. 

Tableau VII . Taux de réduction de la croissance de Burkholderia fungorum souche Bf01, en présence 
de différentes concentrations en cadmium 

Concentrations (Cd) 
 

500 mg/l 
 

1000 mg/l 
 

1500 mg/l 
 

2000 mg/l 
. 

2500 mg/l 

Taux de réduction à 25 h 
 

10% 
 

21% 
 

23% 
 

34% 
 

51% 

Taux de réduction à 50 h 
 

35% 
 

43% 
 

46% 
 

50% 
 

71% 
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L’analyse des taux de réduction sur les étapes 1 et 2 nous permet de relever: 

- Etape 1 (0-24h) 

A une concentration de 2500 mg Cd/L, la croissance de Burkholderia fungorum souche Bf01 

est assez  importante avec un taux de réduction qui n’est que de moitié (51%). Il s’agit de 

concentration la plus importante. A des concentrations plus faibles,   

1000 et 1500mgCd/L, la réduction du taux de croissance n’est que de respectivement de 21 et 

23%. 

- Etape 2 (24-50h) 

En  présence de concentrations élevées en cadmium 2000 mg Cd/L et 2500 mg Cd/L la 

croissance de Burkholderia fungorum souche Bf01 est réduite respectivement de 50% et 71%. 

A 1000 et 1500 mg Cd/L, le taux de croissance n’est réduit que respectivement de 43% et 

46% par rapport au témoin. La densité bactérienne reste relativement  importante, si nous la 

comparons aux concentrations plus fortes (2000 et 2500mgCd/L). 

A 500mgCd/L, la croissance n’est pas significativement réduite (35%) et la densité 

bactérienne est importante.  

� Le zinc  

 

Figure 14. Effet de différentes concentrations en zinc (de 0.3 à 0.6 g/L) sur la croissance de 
Burkholderia fungorum souche Bf01en milieu SLP liquide 
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D'après les courbes de croissance, la phase de latence reste courte et ne dépasse pas une à 

deux heures, quelque soit la concentration en métal. Nous pouvons donc conclure qu'il n'y a 

pas de temps d'adaptation de la souche aux différentes concentrations en zinc (Fig. 14). La 

croissance de la souche Bf01 en milieu liquide est ralentie avec l’augmentation de la 

concentration en zinc entre 300 et 600mg/L. Les taux de réduction de la croissance de la 

souche Bf01 en présence de différentes concentrations en Zn sont illustrés dans le tableau 

VIII. 

Tableau VIII . Taux de réduction de la croissance de Burkholderia fungorum souche Bf01, en 
présence de différentes concentrations en Zinc. 

Concentrations (Zn) 300 mg/l 400mg/l 500mg/l 600mg/l 

Taux de réduction à 25 h 1.7% 15% 50% >61% 

Taux de réduction à 50 h 24% 43% 66% 74% 

 

- Etape 1 (0-24 h) 

A une concentration de 500mg/L en Zinc, le taux de réduction de la croissance de la souche 

Bf01 est de 50% ; au delà et à une concentration de 600 mg Zn/L, cette réduction est estimée 

à plus de 61%. A 400mg Zn/L, le taux de croissance n’est réduit que de 15.4% par rapport au 

témoin et la croissance est presque aussi importante que le témoin. 

A 300mgZn/L, la réduction de la croissance est négligeable (1.7%). Nous pouvons donc 

conclure que les concentrations de 300 et 400mg de Zn/L ne semblent pas affecter la 

croissance de Burkholderia fungorum souche Bf01. (Fig.14) 

- Etape 2  (24-50 h) 

A une concentration de en zinc de 500mg/L, le taux de réduction de la croissance de la souche 

Bf01 est de 66% ; au delà et à une concentration de 600 mg Zn/L, cette réduction est estimée 

à plus de 74%. 

A 400mg Zn/L, le taux de croissance n’est réduit que de 43% par rapport au témoin et la 

densité bactérienne reste assez importante, si nous la comparons aux concentrations plus 

fortes (500 et 600 mg Zn/L). Nous pouvons donc admettre que la souche bactérienne 

Burkholderia fungorum souche Bf01 tolère cette concentration en zinc (400mg Zn/L). 
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II.2.1. Conclusion  

De ces différentes expérimentations, nous pouvons conclure, que les Concentrations 

Minimales Inhibitrices de B. fungorum souche Bf01 sont comprises entre 400 et 500 mg/L, 50 

et 100 mg/L  et 1500 et 2000 mg/L, respectivement pour le zinc, le cuivre et le cadmium. Ceci 

confirme les résultats de l’étude des MIC sur milieu solide.  

Par ailleurs, ces résultats indiquent une meilleure tolérance  de la bactérie B. fungorum du 

cadmium, suivi du zinc e du cuivre. 

II.3. Comparaison des cinétiques de croissance de B. fungorum souche Bf01 en 

présence des métaux lourds (Cd, Zn et Cu) aux seuils de tolérance  

 

Figure 15. Cinétiques de croissance comparées de Burkholderia fungorum souche Bf01en présence 
des métaux lourds (Cd, Zn et Cu) aux seuils de tolérance. 

 

L’’addition des métaux lourds à des concentrations relativement élevées (Cd-1g/L, Zn-

400mg/L et Cu-50mg/L) a engendré une réduction significative de la croissance de 

Burkholderia fungorum souche Bf01. Après 50 heures de croissance, la production de 

biomasse cellulaire est réduite de près de 4 fois en présence de 50 mg/L de cuivre, de 2,4 fois 

pour 1 g/L de cadmium et de 2 fois en présence de 400 mg/L de zinc. Nous pouvons 

également noter que malgré cette réduction importante de la croissance de B. fungorum en 

présence des métaux lourds ci-dessus mentionnés ; le potentiel bactérien après 50 heures de 

culture reste à un niveau appréciable (Fig. 15). 
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L’ordre de toxicité de cette souche pour ces trois métaux, est donné comme suite : 

Cuivre >  Zinc > Cadmium 

II.4 Elimination du Cd, Zn et Cu de la solution aqueuse  

Dans cette partie du travail, nous allons nous intéresser à la biorésoption des 3 métaux lourds 

précédemment utilisés. Pour cela, nous avons réalisé des expérimentations de cinétique 

d’élimination des métaux lourds pour mieux apprécier le processus de bioremédiation. 

Pour les trois éléments étudiés (Cu, Zn et Cd), nous observons deux phases d’élimination 

distinctes : 

- La première qui se situe entre 0 et 24 heures de culture, où la vitesse de réduction  du 

métal est importante. 

- La seconde phase se situe entre 24 et 120 heures, elle est caractérisée par une vitesse 

de réduction beaucoup plus lente. 

 

� Pour le cuivre  

 

Figure 16. Cinétique d’élimination du Cu dans la solution aqueuse, en présence de la bactérie 
Burkholderia fungorum souche Bf01 

 

Une diminution importante de la concentration du Cu est notée en présence de la souche Bf01 

(Fig. 16). La vitesse du processus d’élimination du Cu est ainsi évaluée, en calculant et notant  
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ses variations moyennes de la concentration ainsi que son taux de réduction par unité de 

temps (Tableau IX) 

Tableau IX. Comparaison des taux de réduction et des vitesses d’élimination du Cu 

  

 Taux de réduction Vitesse d’élimination 

0-24 h 43% 1,8 mg/L.h 

24-120 h 15,8% 0,16 mg/L.h 

 

- Entre 0 et 24 heures  

La vitesse de réduction  du Cu est évaluée à 1.8 mg/L.h. Elle représente un taux de 

réduction d’environ 43% et ceci après seulement 24 heures. 

- Entre 24 et 120 heures  

Un taux de réduction beaucoup moins important est noté dans cette phase, il est évalué  

à 15,8% pendant 96 heures de culture, avec une vitesse de réduction beaucoup plus 

faible que celle observée précédemment (0.16 mg/L.h). 

 

� Pour le cadmium  

 

Figure 17. Cinétique d’élimination du Cd dans la solution aqueuse, en présence de la bactérie 
Burkholderia fungorum souche Bf01 
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En présence de la bactérie Burkholderia  fungorum souche Bf01, une diminution importante 

de la concentration du Cd est enregistrée (Fig. 17). Pour évaluer la vitesse du processus 

d’élimination du Cd, la variation moyenne de la concentration en cadmium ainsi que son taux 

de réduction par unité de temps, sont calculés et donnés dans le tableau X. 

Tableau X.  Comparaison des taux de réduction et des vitesses d’élimination du Cd au niveau des 2 
phases (0-24h et 24-120h)   

 Taux de réduction Vitesse d’élimination 

0-24 h 57% 18.91 mg/L.h 

24-120 h 26.71% 1.55 mg/L.h 

- Entre 0 et 24 heures  

En présence de la bactérie Burkholderia fungorum souche Bf01, une diminution importante de 

la concentration du Cd est enregistrée et la variation moyenne de la concentration est évaluée 

à 18.91 mg/L.h. (vitesse d’élimination) qui correspond à un taux de réduction du Cd dans 

l’eau assez élevé, estimé à 57%. 

- Entre 24 et 120 heures  

La vitesse de la réduction de la concentration est évaluée à 1.55 mg/L.h, (variation moyenne 

de la concentration) qui représente un taux de réduction du cadmium dans l’eau évalué à 

26.71%. 

� Pour le zinc  

 

Figure 18. Cinétique d’élimination du Zn dans la solution aqueuse, en présence de la bactérie 
Burkholderia fungorum souche Bf01 
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Une diminution très importante de la concentration du zinc est notée en présence de la souche 

Bf01 (Fig. 18). La vitesse moyenne de l’élimination du Zn est également évaluée en calculant 

les variations moyennes de la concentration en zinc ainsi que son taux de réduction par unité 

dans le tableau XI. 

Tableau XI. Comparaison des taux de réduction et des vitesses d’élimination du Zn au niveau des 2 
phases (0-24h et 24-120h) 

 

  Taux de réduction Vitesse d’élimination 

0-24 h 79,7% 13.27 mg/L.h 

24-120 h 33.08% 0.27 mg/L.h 

 

- Entre 0 et 24 heures  

La figure 18 montre une diminution très rapide de la concentration du Zn à seulement 24 

heures de contact (13.27 mg/L.h) et le taux de réduction est estimé à 79,7%. Il est beaucoup 

plus important que celui observé en présence du cadmium. 

- Entre 24 et 120 heures 

La vitesse de réduction de la concentration du zinc est beaucoup plus lente que celle notée de 

0-24 heures, elle évaluée à 0.27 mg/L.h, qui représente un taux de réduction moins important 

estimé à seulement 33.08%.  

 

II.5. Cinétique de biorésorption comparée à la croissance de B. fungorum souche Bf01 

La cinétique de réduction des métaux lourds comporte globalement 3 phases distinctes: 

- Phase 1 : entre 0 et 48 heures, correspondant à la phase active de réduction de 

l’élément ML et à la phase exponentielle de croissance. 

- Phase 2 : entre 48 et  192 heures, qui correspond à la phase stationnaire de croissance 

où la vitesse de réduction est plus lente « ralentissement » et. 

- Phase 3 : entre 192 et 240 heures, correspond à une phase de reprise de la 

bioresorption et à la phase de déclin (croissance). 
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� Pour le cuivre 

 

Figure 19. Cinétique de biorésorption du Cu (100mg/) et croissance de B. fungorum souche Bf01 

 

L’élimination du Cu débute dès la première heure de contact, avec une vitesse de réduction de 

0.98mg/L.h. Entre 0-48 heures, une chute considérable de la concentration en cuivre est notée, 

qui correspond à  47% de réduction. .  

Entre 48 et 192h ; une élimination lente et presque constante du métal (0.1mg/L.h), avec une 

croissance bactérienne constante d’une vitesse presque nulle (0.0004DO/h) correspondant à la 

phase stationnaire. 

Entre 192 et 240 heures ; une reprise légèrement plus rapide de l’élimination du cuivre 

(0.51mg/L.h) est notée. Cette réduction  atteint approximativement les 97%, avec une 

approche d’une élimination complète après 9 jours d’inoculation. (Fig.19)  
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� Pour le cadmium 

 

Figure 20. Cinétique de biorésorption du Cd (1000mg/l) et croissance de B. fungorum souche Bf01 

 

Entre 0-48 ; l’élimination du Cd a également commencé dès la première heure de contact de 

la bactérie avec le métal, avec une vitesse moyenne de réduction de 11.84 mg/L.h et une 

vitesse moyenne d’augmentation de la densité bactérienne de 0.008DO/h.  

Entre 48 et 192 heures ; une majorité d’élimination est notée, avec une vitesse de réduction 

moins importante et presque constante du Cd, évaluée à 0.6 mg/L.h.  

Entre 192 et 240 heures ; une reprise plus rapide d’élimination est notée (3.03mg/L.h) pour 

atteindre approximativement les 80%, avec une approche d’une élimination complète après 9 

jours d’incubation.  
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� Pour le zinc 

 

Figure 21. Cinétique de biorésorption du Zn (400mg/l) et croissance de B. fungorum souche Bf01 

 

Entre 0-48 ;  une chute considérable de la concentration du Zn et une majorité d’élimination  

sont établies, avec une vitesse moyenne de réduction évaluée à 6.74mg/L.h et une vitesse 

moyenne de croissance batérienne de 0.0011DO/h.  

Entre 48 et 240 heures ; une élimination plus lente (0.36mg/L.h) est notée. Elle atteint 

approximativement les 98% avec une approche d’une élimination complète après 9 jours 

d’inoculation.  
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L’étude de la rétention du métal par la bactérie, peut également expliquer le taux de son 

élimination du milieu (Fig. 22). 

  

Figure 22. Rendement du processus de bioremédiation du  
Cu (100mg/l), Cd (1000mg/l) et Zn (400mg/l) 

 

Le taux du métal retenu augmente dés les premières heures de l’inoculation et accroît 

significativement pendants les 50 premières heures de la croissance, ce qui correspond à la 

phase active de croissance), pour les trois métaux. Il atteint approximativement les 80%, 98% 

et 97 % respectivement pour le Cd, le Zn et le Cu, le 10ème jour. 

II.6. Suivi du pH 

En absence de métaux lourds, la souche bactérienne Bf01a tendance à acidifier le milieu, 

cependant, en présence des métaux (Cd, Cu et Zn), le pH varie très peu et reste voisin de la 

neutralité. Ces conditions de pH demeurent favorables au bon déroulement du processus 

d’élimination des métaux par B. fungorum  (Vijayaraghavan et Yeoung-Sang Yun, 2008). 
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Figure 23. Evolution du pH du milieu lors de l’expérimentation de biorésorption avec la 
bactérie B. fungorum souche Bf01en présence et en absence de métaux. 

 

II.7. Conclusion  

L’élimination des métaux lourds par B. fungorum souche Bf01, commence pendant la phase 

exponentielle de croissance (phase active) et même dès les premières heures de contact de la 

bactérie avec le métal. La majorité ou presque la totalité de l’élimination (pour Zn et Cu) est 

réalisée pendant, ou juste après la phase active de croissance (pour le Cd). Elle est très 

importante en présence du Cd, puisqu’elle atteint approximativement un rendement 

d’élimination de 80%,  elle est plus importante  pour le Cu et le Zn et est estimée à près de 

90% (élimination presque totale), après seulement 9 jours de culture. La réduction du Cd, Zn 

et Cu en condition d’inoculation par la souche Bf01, suggère que l’élimination des métaux est 

réalisée par le biais de la bactérie elle-même, probablement par l’intermédiaire de deux 

processus complémentaires : 

- Bioaccumulation, processus qui se réaliserait surtout pendant la phase exponentielle de 

croissance (Sinha et Mukherjee, 2009). 

- Bioadsorption, pendant les phases stationnaires et déclin (Clifford et al., 1997). 

En effet, une dépendance de la densité cellulaire sur la réduction des métaux est notée pendant 

la phase active de croissance. Toutefois, une élimination régulière et constante des métaux 

pendant la phase stationnaire est également relevée et jugée indépendante de la croissance des 
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cellules, ce qui nous pousse à penser que c’est probablement l’EPS (métabolite secondaire), 

sécrété par B. fungorum souche Bf01 considérée comme bonne productrice 

d’exopolysaccharides, qui est responsable de la biorésorption. Cette production d’EPS est 

favorisée par les conditions défavorables du milieu de culture, observée pendant la phase 

stationnaire de croissance. Les travaux de Sinha et Mukherjee (2009), Clifford et al., (1997) 

ou encore de Jan (1995) viennent appuyer ces affirmations. La production de tels polymères 

par les bactéries, dans ces conditions hostiles à la croissance, leur confère ainsi un rôle 

protecteur (Guezennec, 2001). 

L’acidification du milieu au cours de la croissance bactérienne est liée à la production de 

métabolites acides principalement des acides organiques. Par ailleurs, l'activité métabolique 

bactérienne peut aussi créer un potentiel électrique à travers la membrane plasmique, appelé 

« gradient de protons ». Au cours du métabolisme aérobie, les protons sont « pompés » à 

travers la membrane plasmique vers l'extérieur de la cellule dans l'espace périplasmique et des 

électrons ou des espèces chargés négativement tels que les OH- sont concentrés à l'intérieur de 

la cellule (Untereiner et al., 2008). Ce qui peut signifier que pendant la croissance de B. 

fungorum souche Bf01 en absence des métaux, la surface cellulaire devient chargée de plus en 

plus positivement, ce qui abaisse du pH.  

Avec l’apport du métal, le pH diminue subitement dans le milieu, ce qui aurait été défavorable 

pour la rétention des métaux. A pH faible, la paroi bactérienne est protonnée, donc peu ou pas 

d'adsorption de métal. Quand le pH augmente, les groupes fonctionnels de surface 

« déprotonent » successivement, ce qui entraîne la charge négative globale sur la paroi 

cellulaire et une augmentation du nombre de sites disponibles pour l’adsorption du métal 

(Kelly, 2006). L’ajout du NaOH était donc primordial pour le retour à la neutralité ce qui est 

favorable au pouvoir de rétention des métaux de B. fungorum souche Bf01. 

Le maintient de la neutralité dans le milieu en présence des métaux, peut s’expliquer par deux 

hypothèses : 

- Avec l’ajout du NaOH pour le retour à la neutralité, un déséquilibre et une 

perturbation du positionnement des différents éléments chimiques de la paroi est très 

rapidement établi, et donc libération des protons H+, pour être remplacés par les 

cations métalliques, le milieu est resté donc moins acide une fois la bioremédiation 

installée.  

- La stabilité du pH en présence des métaux (après les avoir ajusté), peut être expliquée 

également par le fait que B. fungorum souche Bf01 étant une bactérie productrice 
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d’EPS, capables d’interagir avec les métaux, agissent de ce fait en tant que polyanions 

portant une charge négative des contre-ions dont les métaux lourds (Beech et cheung, 

1995), ou encore utiliser leur fraction protéique dans la complexation des métaux 

(Garrido et al., 2002), ce qui suggère que la rétention des métaux dans notre cas peut 

être un processus indépendant des groupements fonctionnels de la paroi bactérienne, 

mais plutôt lié aux exoplysaccharides que B. fungorum souche Bf 01 a probablement 

sécrété.  

Donc nous en concluons, que B. fungorum souche Bf01 a pu éliminer dès la première heure 

de contact, presque la totalité des trois métaux jusqu’à 90% au bout de 9 jours d’incubation. 

Une réduction n’ayant pas changé le pH du milieu, pouvait être due soit à un processus 

dépendant des groupements fonctionnels de la paroi bactérienne, ou indépendant lié aux EPS 

que la bactérie a probablement sécrété, ou encore des deux processus ensemble (Jun-Hui et 

Hang, 2012). 

 



Conclusion  

 

59 

 

 

 

CONCLUSION GENERALE 
 

L’utilisation industrielle accrue des métaux et des produits chimiques entraîne une 

augmentation alarmante des concentrations de métaux dans l'environnement. Contrairement 

aux contaminants organiques, les métaux lourds ne sont pas biodégradables et ont tendance à 

s'accumuler dans les organismes vivants et de nombreux de leurs ions sont connus pour être 

toxiques ou cancérogènes, même à très faibles concentrations. Parmi les métaux lourds 

toxiques à inquiétude particulière dans le traitement des eaux usées industrielles, on site ; le 

zinc, le cuivre, le nickel, le mercure, le cadmium, le plomb et le chrome.  

 

Par conséquent, l’élimination de ces métaux lourds toxiques à un niveau de danger pour 

l'environnement de manière rentable et écologique, est donc d’une grande importance. Le 

traitement biologique, basé sur des micro-organismes vivants, comme nous le présentons dans 

ce travail, offre la réduction des concentrations des métaux toxiques aux limites de 

l'acceptable pour l'environnement d'une manière rentable et écologique.  

L'objectif général de ce travail était d'étudier le comportement de deux bactéries 

rhizosphériques : B. fungorum souche Bf01 et P. putida souche Pp01, exposées à des 

concentrations croissantes en métaux lourds : Cd, Zn et Cu. Ces bactéries ont été choisies 

pour leurs propriétés potentiellement intéressantes pour le traitement des métaux lourds. La 

démarche expérimentale entreprise vise à déterminer l'impact des ces bactéries sur 

l’élimination de ces trois métaux.  

Les deux bactéries rhizosphériques : B. fungorum souche Bf01 et P. putida souche Pp01, ont 

montré une forte résistance à des concentrations assez élevées en Cd, Zn et Cu en milieu 

solide et liquide.  

Ces bactéries ont montré donc, des Concentrations Minimales Inhibitrices élevées dont : (100 

mg/L, 1000mg/L, 500 mg/L)  chez B. fungorum souche Bf01 et (100 mg/L, 400 mg/L, 300 

mg/L) chez P. putida souche Pp01 respectivement pour le Cu, Cd et Zn, ce qui suggère une 

grande résistance de ces deux bactéries à de fortes concentrations en métaux lourds. Nous 

avons établi ainsi, que B. fungorum souche Bf01 est la plus résistante des deux souches ; elle a 

été par conséquent utilisée pour la suite de l’étude sur la bioremédiation des métaux lourds. 

Cette souche bactérienne a présenté un potentiel élevé pour l’élimination du Cu, Cd et Zn de 
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l’eau. Nous avons montré que cette réduction des teneurs en « métaux lourds » débutait dès 

les premières heures de contact et se poursuivait pendant la phase active de croissance (phase 

exponentielle). 

B. fungorum souche Bf01 a pu éliminer la presque totalité des trois métaux, jusqu’à 90% 

après  9 jours d’incubation.  

Les résultats produits dans ce travail montrent que vue son efficacité, la bactérie B.  fungorum 

souche Bf01 peut être considérée comme un outil biologique prometteur pour la 

bioremédiation des métaux lourds. 

 

Ce premier travail sur l’utilisation de bactéries à potentiel « bioremédiateur » dans la 

biodépollution des eaux, laisse entrevoir des perspectives intéressantes pour l’avenir.   

Ce travail pourrait donc être complété par des expérimentations validant définitivement les 

résultats produits dans ce travail. Par ailleurs, un travail d’optimisation des paramètres 

physiques et chimiques de la biorésorption permettrait d’améliorer de manière considérable 

les rendements.  

Enfin la modélisation de tels systèmes biologiques constituerait un moyen d’adaptation à 

différents contextes.   
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Abstract 

The rhizospheric bacteria resistance of: Pseudomonas putida and Burkholderia fungorum, to Cd, Zn 

and Cu was studied using the wells metal diffusion method on SLP solid medium and inhibition zones 

was observed. Both strains showed a high minimum inhibitory concentrations (MIC) which (100 

mg/L, 400 mg/L, 300 mg/L) with P. putida Pp01 strain and (100 mg/L, 1000mg/L, 500 mg/L) with 

B. fungorum Bf01 strain for Cu, Cd and Zn respectively. The same order of toxicity was therefore 

noted for both strains: Cu > Zn > Cd. As a result, it was assumed in this work that B. fungorum had 

better resistance to these three metals and was consequently chosen for the metal removal study. The 

monitoring kinetics of growth was followed in SLP liquid medium added with increasing 

concentrations of metals. Metals removed by B. fungorum was analyzed by Atomic Absorption 

Spectrometry in the supernatant after centrifugation for 15 min at 15000 rpm. The results showed that 

B. fungorum exhibited a high affinity for Cd, Zn and Cu removal. The elimination began dice the early 

hours of bacteria contact with the metal during the exponential growth phase. The removal majority is 

made during the exponential growth phase and when she reached the plateau she was almost 90% for 

the three metals. Both strains had shown a high resistance degree to all three metals studied, especially 

cadmium (a highly toxic metal) with Burkhlderia fungorum, which present an excellent biological tool 

for heavy metals bioremediation  because of  its efficiency, reliability and low cost. 
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