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Résumé 

La contamination des sols par les métaux toxiques est un problème environnemental 

généralisé résultant de l'industrialisation mondiale au cours des dernières années. Certaines 

techniques de remédiation pour détoxifier les sols sont présentées, en se concentrant sur 

l'utilisation de plantes présentant des capacités de survivre dans les sols contenant des métaux 

lourds ainsi que sur la fonction de certains microorganismes dans le processus de remédiation. 

L’objectif de cette étude est d’analyser et d’expliquer les mécanismes cellulaires et 

antioxydants d’Aspergillus niger pour la dépollution des sites pollués par l’arsenic. Les 

résultats montrent que l’effet toxique de l’arsenic sur Aspergillus niger s’est traduit par une 

diminution de sa croissance, cette même souche a accumulé dans sa biomasse des quantités 

importantes d’As mettant en évidence sa grande tolérance à ce métalloïde. En ce qui concerne 

les indicateurs du niveau de stress oxydants les résultats montrent que le MDA augmente avec 

l’augmentation des doses d’As dans le milieu de culture. Tandis que les activités 

antioxydantes de la CAT sont corrélées avec les doses d’arsenic, or les activités de la SOD ne 

le sont pas. Ces résultats suggèrent qu’A. niger a un potentiel d'accumulation d'arsenate et 

peut tolérer le stress oxydatif en développant des mécanismes de défense antioxydante, ce qui, 

confère à cette souche la capacité d’être exploitée pour l'élimination de l'arsenic des 

environnements contaminés. 

 

Mots clés : Arsenic, Aspergillus niger, biomarqueurs de toxicité, réponse antioxydante, 

Bioremédiation 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Soil contamination with toxic metals is a widespread environmental problem resulting from 

global industrialization in recent years. Some remedial techniques to detoxify soils are 

presented, focusing on the use of plants the ability to survive in soils containing heavy metals 

as well as the function of certain microorganisms in the remediation process. The objective of 

this study is to analyze and explain the cellular and antioxidant mechanisms of Aspergillus 

niger for the remediation of sites polluted by arsenic. The results show that the toxic effect of 

arsenic on Aspergillus niger resulted in a decrease in its growth, this same strain accumulated 

in its biomass significant amounts of As showing its high tolerance to this metalloid. 

Regarding oxidative stress level indicators, the results show that MDA increases with 

increasing doses of As in the culture medium. While CAT antioxidant activities are correlate 

with arsenic doses, but SOD activities are not. These results suggest that A. niger has the 

potential to accumulate arsenate and can tolerate oxidative stress by developing antioxidant 

defense mechanisms, which gives this strain the ability to be exploited for the removal of 

arsenic from contaminated environments. 

Keywords: Arsenic, Aspergillus niger, toxicity biomarkers, antioxidant response, 

Bioremediation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 الملخص

انخزبت ببنًؼبدٌ انسبيت يشكهت بٛئٛت ٔاسؼت الاَخشبر َبحجت ػٍ انخصُٛغ انؼبنًٙ فٙ انسُٕاث الأخٛزة. ٚخى حقذٚى  ٚؼذ حهٕد 

بؼط انخقُٛبث انؼلاجٛت لإسانت انسًٕو يٍ انخزبت ، يغ انخزكٛش ػهٗ اسخخذاو انُببحبث انقبدرة ػهٗ انبقبء فٙ انخزبت انخٙ 

ط انكبئُبث انحٛت انذقٛقت فٙ ػًهٛت الاسخؼبدة. انٓذف يٍ ْذِ انذراست ْٕ ححهٛم ححخٕ٘ ػهٗ يؼبدٌ ثقٛهت ٔكذنك ٔظٛفت بؼ

نًؼبنجت انًٕاقغ انًهٕثت ببنشرَٛخ. أظٓزث انُخبئج أٌ  Aspergillus niger ٔشزح اٜنٛبث انخهٕٚت ٔيضبداث الأكسذة فٙ

اكًج َفس ْذِ انسلانت فٙ كخهخٓب انحٕٛٚت أدٖ إنٗ اَخفبض فٙ ًَِٕ ، ٔحز Aspergillus niger انخأثٛز انسبو نهشرَٛخ ػهٗ

 بكًٛبث كبٛزة يًب ٚذل ػهٗ ححًهٓب انؼبنٙ نٓذا انًؼذٌ. فًٛب ٚخؼهق بًؤشزاث يسخٕٖ الإجٓبد انخأكسذ٘ ، حظٓز انُخبئج أٌ

MDA  ٚشداد يغ سٚبدة جزػبث As فٙ ٔسظ انثقبفت. بًُٛب حزحبظ أَشطت يضبداث الأكسذة CAT بًُٛب  بجزػبث انشرَٛخ

 ايخصبصنذّٚ انقذرة ػهٗ   A. niger حشٛز ْذِ انُخبئج إنٗ أٌ .لا ٚأشز بأ٘ ارحببط يغ جزػبث انشرَٛخ SODبط َش

انشرَٛخ ًٔٚكُّ ححًم الإجٓبد انخأكسذ٘ يٍ خلال حطٕٚز آنٛت دفبع يضبدة نلأكسذة ، ْٔٙ خبصٛت ًٚكٍ اسخغلانٓب لإسانت 

 انشرَٛخ يٍ انبٛئبث انًهٕثت.

 انكهًبث انًفخبحٛت: 

 انًؤشزاث انحٕٛٚت نهسًٛت ،الاسخجببت انًضبدة نلأكسذة ، انًؼبنجت انحٕٛ٘ ،Aspergillus niger،   انشرَٛخ  
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Les métaux et les métalloïdes existent naturellement dans le sol. Depuis le siècle 

dernier, le développement des activités industrielles et agricoles (pesticides, engrais, ...) a 

conduit à un apport intensif de ces éléments devenant des polluants environnementaux, même 

à de faibles concentrations, ils peuvent poser de graves problèmes de santé publique en raison 

de leur toxicité et de leur bioaccumulation (Vincent, 2004). 

En raison de la géochimie et les activités humaines (principalement l'industrie et les 

anciennes mines), l'arsenic est, en effet, l'un des éléments métalliques les plus toxiques et c'est 

aussi le métalloïde le plus répandu dans l'eau et le sol (Manlius, 2009). 

Certains métaux sont généralement toxiques meme à de faibles concentrations, et par 

conséquent  les micro-organismes sont les premiers organismes à être influencer par cette 

toxicité. Ces élément  peuvent provoquer divers effets nocifs, tels que l'allongement de la 

période de latence, l'inhibition de l'activité enzymatique, la modification de la structure de 

l'ADN, la modification de la composition et de la structure des populations microbiennes et 

aussi la réduction de la diversité microbienne (Habi, 2009).Il est également connu que 

l'arsenic induit directement un stress oxydatif en générant des espèces réactives de l'oxygène 

(ROS). 

Provoquant des perturbations cellulaires, moléculaires et physiologiques chez divers 

organismes ; et par conséquent une activation d'antioxydants enzymatiques, à savoir la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion réductase (GR), la glutathion 

S-transférase, et la glutathion peroxydase (GPX) ainsi que des composés non antioxydants tels 

que l'ascorbate, le glutathion, les caroténoïdes neutralisant le stress oxydatif induit par la 

toxicité de l'arsenic (Sharma, 2012). 

Pour pallier les problèmes de la pollution des environnements par les métaux lourds, 

plusieurs stratégies de remédiation ont été développées dont la bioremédiation, par le biais de 

l’utilisation de plantes ou de microorganismes (Ali et al., 2011). 

Les champignons sont un meilleur choix d'agents de bioremédiation en raison de leur 

haute tolérance à la toxicité des métaux lourds, de leur croissance rapide et de leurs 

excellentes propriétés liantes pour les métaux (metal-binding). En raison de leur cycle de 

reproduction court et de leur modification morphologique et génétique facile, ils peuvent être 

cultivés facilement en scale up (Meghnous, 2019). 
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L’objectif de cette étude  est de définir les potentialités de bioaccumulation et de la 

réponse antioxydante chez Aspergillus niger induite par la toxicité de l’arsenic, pour ue 

éventuelle utilisation pour la bioremédiation des environnements pollués par l’arsenic. Ce 

travail est divisé en trois parties : 

La première partie est consacrée aux notions bibliographiques qui comportent deux 

chapitres. Le premier chapitre, concernant les métaux lourds dans l’environnement et le stress 

oxydatif et le deuxième chapitre abordant les techniques de la remédiation et les mécanismes 

de la résistance fongique aux métaux lourd.  

La deuxième partie expérimentale mettant au point le matériel et les méthodes utilisées 

pour définir les potentialités d’Aspergillus niger de biosorption d’arsenate et de sa réponse 

antioxydante induite par la toxicité de l’arsenic.  

La troisième partie est une discussion générale, en se basant sur quelques résultats des 

travaux de Mukherjee et al. (2010), permettant d’évaluer la thématique de la recherche, vu les 

difficultés rencontrées pour l’application du protocole expérimental pour obtenir des résultats, 

donc on a eu recours aux résultats des chercheurs qui ont adopté la même méthode de 

recherche. 

 Enfin, ce travail est clôturé par une conclusion et des perspectives. 
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Chapitre 1 : les métaux lourds dans l’environnement 

1. Pollution  

La pollution est l’ensemble des rejets de composés toxiques que l’homme libère dans 

l’écosphère, et qui entrainent une influence perturbatrice sur l’environnement. Cependant un 

accroissement important de la pollution de l’air, des eaux et des sols est provoqué par le 

développement des activités industrielles (Biteur, 2012). 

1.1  Pollution par les métaux lourds  

1.1.1  Contamination de l’environnement 

La révolution industrielle et l'intensification de l'urbanisation ont conduit à la pollution 

de l'environnement par les métaux lourds et les métalloïdes, et en raison des activités 

humaines leurs concentrations dans l'air, le sol et l'eau continuent d'augmenter (Khan et al., 

2004 ; Taofeek et al., 2012). 

Ces éléments métalliques sont essentiellement non biodégradables et bio-persistants. 

Ils sont hautement écotoxiques et peuvent constituer une menace pour diverses formes de vie   

entraînant divers problèmes environnementaux : perturbations des écosystèmes les sols, les 

eaux de surface, les forêts et  la dégradation des cultures. La principale cause de cette 

pollution est liée aux activités humaines, telles que l'exploitation minière et la fonte des 

minéraux (Rose et al., 2018). 

1.1.2 Contamination des sols 

Le sol est un support de divers activités humaines comme l’industrialisation, 

l’urbanisation et l’agriculture, son rôle clé en matière d’environnement, il agit, comme un 

réacteur, un récepteur, un accumulateur et un filtre des pollutions (Hammadache et al., 

2016).  Comparativement à l'air et à l'eau, le sol est le milieu qui reçoit la plus grande quantité 

d'éléments traces métalliques (ETM) des activités industrielles, il est considéré aussi comme 

et le lieu de réception et de stockage de ces éléments (Kabata-Pendias, 1995). 

Le devenir des ETM dépendra de divers facteurs, tels que les paramètres physico-

chimiques et biologiques du sol. Ces paramètres vont contrôler le processus d'adsorption à la 
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surface des particules solides (argile, minéraux, matière organique), la complexation avec des 

ligands organiques (Krika, 2014). 

 Le flux de sortie des ETM du sol est varié et difficile à évaluer. Les ETM peuvent 

atteindre la surface ou les eaux souterraines par le transfert horizontal ou vertical dans le sol , 

et ils peuvent être absorbés par les plantes ou les organismes du sol et les humains (Krika, 

2014). 

2 Eléments traces métalliques dans l’environnement 

2.1  Métaux lourds 

Les métaux lourds sont souvent appelés les éléments métalliques naturels, métaux ou 

non-métaux caractérisés par une densité élevée dans certains cas, supérieure à 5g/cm
3 

(Hammadache et al., 2016). 

 Le nom «métaux lourds» est un nom générique sans fondement scientifique ni nom 

légal (Adjia, 2012). La classification des métaux lourds est souvent débattue car certains 

métaux toxiques ne sont pas particulièrement « lourds » (comme le zinc), et certains éléments 

métalliques toxiques ne sont pas des métaux (l'arsenic est un métalloïde) (Messia, 2014). 

Ce sont des composants naturels de l’écorce terrestre présents en général en 

quantitétrèsfaible.C’estpourcetteraisonquelesscientifiqueslesappellent«élémentstraces 

métalliques(ETM)» (Benhamdi, 2014). Aussi les oligo-éléments peuvent être des métaux (Fe, 

Zn, Cu, etc.), des métalloïdes (As, B, Se) ou des non-métaux (N, F, Cl, Br) (Kebir, 2012). 

2.2 Origine de la pollution par les métaux lourds 

Le problème principal des métaux lourds tels que le plomb, le cadmium, le cuivre et le 

mercure est qu'ils ne peuvent pas être biodégradés, ils vont donc persister longtemps dans le 

sol, leur présence peut être naturelle ou anthropique (Kebir, 2012). 

  2.2.1 Sources naturelles  

Les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches, ils sont libérés lors de 

l’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique (Otmani, 2018). 



Revue bibliographique 
 

 
5 

 La concentration naturelle de ces éléments métalliques dans les sols varie selon la 

nature de la roche, sa localisation et son âge (Baize, 2002). 

Sous certaines conditions environnementales, les émissions naturelles des métaux  lourds 

se produisent, telles ; les éruptions volcaniques, les vaporisations de sel de mer, et 

les incendies de forêt (Bounab et al., 2015). 

2.2.2 Sources anthropiques 

En effet, la principale source de pollution est d'origine humaine. Les principaux types 

de pollution d'origine humaine sont : les émissions industrielles, les activités minières et 

agricoles, telles que l'utilisation de pesticides et de phosphates. La combustion de 

combustibles fossiles contribue également à libérer des métaux lourds dans l'environnement 

tels que le cadmium (Ali seid et al., 2011). 

2.3  Métalloïdes 

Selon Benhamdi (2014), un métalloïde est un élément sous la forme d'un élément 

unique, qui n'a ni les caractéristiques métalliques ni non métalliques. Généralement, ils n'ont 

pas l’éclat dit métallique et sont de mauvais conducteurs électriques. Leur densité est 

relativement faible. Ils sont toujours chargés négativement et peuvent se combiner avec des 

métaux pour former des sels. Parmi les métalloïdes, on peut citer B, Si, Ge, As, Sb et Te. 

   2.3.1 Arsenic  

L’arsenic est présent naturellement dans l’environnement. C’est un élément ubiquiste, 

c’est-à-dire qu'il existe dans l’atmosphère, les sols, les milieux aquatiques, les sédiments et les 

organismes vivants (figure 01) (Manlius et al., 2009). 

C’est un élément naturel se présente comme un métalloïde cristallin ayant le numéro 

atomique 33, solide acier et gris, se présente sous trois formes allotropiques qui sont le jaune, 

noire et le grise, dans le tableau périodique fait partie au groupe V avec une masse atomique 

de74.92 u (g/mol) (Adriano, 2001) et ayant des propriétés intermédiaires entre les métaux et 

les non-métaux (Mandal et al., 2002). 
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Figure 01 : un cristal d’arsenic retrouvé dans une mine au Japon (Peltier et al., 2010). 

        Chimiquement, l'arsenic existe sous quatre valences : -3, 0, +3 et +5, mais sa forme 

élémentaire (0) est rare dans la nature. L'arsenic pentavalent est une forme stable trouvée dans 

les environnements contenant de l'oxygène (Boulanger, 2005). 

Il est connu que les espèces inorganiques sont généralement plus toxiques que les 

espèces organiques, tandis que l'arsenite As(III) est plus toxique que l'arsenate As(V)  

(Manlius et al., 2009). 

La forme de l'arsenic dans l'environnement est très étudiée car elle permet de mieux 

mesurer les impacts et les risques environnementaux, car la nature de l'espèce affecte la 

biodisponibilité, la toxicologie, la mobilité et la bioturbation de l'arsenic (Campredon, 2014). 

2.4  Toxicité des métaux lourds 

Les métaux ne sont toxiques pour les organismes que lorsqu'ils existent sous forme 

libre, alors ils sont biodisponibles. Comme tout élément chargé positivement, les cations 

métalliques peuvent interagir avec toutes les particules organiques ou minérales chargées 

négativement dans le sol (Otmani, 2018). 

Les métaux lourd sont un impact sur la population microbienne de diverses façons ; ils 

s’affectent : la densité, la taille, la structure des communautés (génétique et fonctionnelle) et 

également les activités enzymatiques (Huynh, 2009). 

En général, les métaux entrainent une pression sélective pour augmenter la tolérance 

de base de certains microorganismes, mais réduisent la diversité biologique des 

microorganismes dans ces sols par rapport aux sols non contaminés (Pier-Anne, 2009).   
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Les éléments toxiques peuvent provoquer : des modifications de la structure des acides 

nucléiques et des protéines ; l'inhibition des réactions enzymatiques impliquant diverses 

fonctions métaboliques et des modifications de la perméabilité membranaire. 

De plus, leur toxicité peut être liée à la carence secondaire en éléments essentiels 

provoquée par des quantités excessives d'éléments toxiques (Meghnous, 2020). 

3. Métaux lourds et stress oxydatif 

Le stress oxydant est définit comme la perturbation de la balance entre les pro-

oxydants et les antioxydants, en faveur des premiers, conduisant à des dommages potentiels 

(Biteur, 2012). 

    Les métaux lourds ont  la capacité de générer les ROS, leur action est liée aux 

capacités à exister sous différents états d’oxydation, en effet, le Fe, Cu, Cr ou Mn sont 

capables de céder un ou plusieurs électrons susceptibles de réduire l’oxygène et ses dérivés 

(Remon, 2006).  

Par ailleurs, les métaux qui présentent un seul état d’oxydation comme le cadmium et 

le nickel, l’accumulation des ROS est induite pour trois raisons : une perturbation de certaines 

voies métaboliques, une inactivation et un « down regulation» des enzymes du système 

antioxydant ou un épuisement du stock de molécules de faible masse moléculaire (Mesnoua, 

2016).  

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS, ERO) sont des dérivés de l'oxygène dans 

lesquels certains électrons sont dans un état chargé et très actif. Ils représentent le type le plus 

important d'espèces réactives dans les organismes, et ils sont également la principale cause du 

stress oxydatif dans ces organismes (Valko et al., 2007). 

Les ROS peuvent êtres des espèces actives radicalaires de l’oxygène comme le radical 

superoxyde (O2•-), le radical hydroxyle (OH
•
) et les peroxyles (ROO

•
), ou bien des espèces 

actives non radicalaires de l’oxygène tels que l’oxygène singulier (
1
O2), le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) ou bien l’ozone (O3) (figur02) (Benhamdi, 2014). 

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) se forment de façon parasitaire dans les 

réactions biochimiques comportant le transfert d’électron ou la participation de l’oxygène 
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(Benavides et al., 2005). 

 

Figure 02 : schéma des différentes formes de ROS (Garait, 2006). 

3.1  Conséquences du stress oxydant 

3.1.1 Peroxydation lipidique  

La cible principale des ROS sont les lipides, en particulier les lipides présents dans les 

membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés 

(AGPI) sont très sensibles à l'oxydation en raison de leur haut degré d’instauration (Garait, 

2006). 

L'oxydation des lipides produit des peroxydes lipidiques, eux-mêmes très actifs. La 

peroxydation lipidique entraîne des modifications de la fluidité, de la perméabilité et de 

l'excitabilité des membranes (Garait, 2006). 

L'oxydation des lipides est une réaction autocatalytique. Il s'agit d'une série de 

réactions radicalaires qui se déroulent en trois étapes. La première réaction génère des 

radicaux libres en éliminant l'hydrogène des acides gras (initiation). La réaction produit alors 

plusieurs radicaux libres en séquences (propagation), qui se combinent pour former des 

composés non radicalaires (terminaison) (Sylvie, 2003). 
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Par conséquent, la peroxydation lipidique fournit une variété de produits, dont 

certains peuvent réagir avec les protéines et l'ADN. Parmi les produits formés lors de la 

peroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-

HNE) qui ont été largement étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Kehili, 

2018). 

3.1.2 Oxydation des protéines 

 L'oxydation des protéines est une modification covalente d'une protéine induite par les 

ROS, ou des sous-produits du stress oxydatif. La plupart des types d'oxydation des protéines 

sont fondamentalement irréversibles, tandis que certaines oxydations des protéines impliquant 

des acides aminés contenant du soufre sont réversibles. L’oxydation des protéines est très 

courante et souvent utilisée comme marqueur de diagnostic du stress oxydatif (Møller et al., 

2007). 

 L’oxydation des acides aminés induit des modifications structurales et une 

fragmentation des chaines, ce qui affecte leurs fonctionnements et leurs activités (Valko et al., 

2007). 

Ces modifications comprennent la rupture des liaisons peptidiques en modifiant les chaînes 

protéiques, la modification des peptides en ajoutant des produits de peroxydation lipidique et 

l'insertion directe des radicaux libres dans les groupes d'acides aminés des protéines (Kebsa et 

al., 2020). 

 Les ROS ciblent beaucoup plus les acides aminés contenant des groupes thiols. La Cys 

et la Met sont assez réactives en particulier avec l’O2 et le OH
•
. L’Oxygène actif peut céder un 

atome de H à partir du résidu de la cysteine pour former un radical thiyle qui se lie avec un 

autre radical thiyle pour former des ponts disulfures, l'oxygène peut aussi s’ajouter sur un 

résidu de méthionine pour former les dérivés de sulfoxyde de méthionine (Benhamdi, 2014). 

3.1.3 Dommage de l’ADN 

 Le stress oxydatif provient principalement des mitochondries, ces organites sont les 

principales cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial est 10 fois plus sensible au 

stress oxydatif que le génome nucléaire (Garait, 2006).  
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         Pour les plantes, les dommages d'ADN impliquent d'abord de traverser toutes les 

barrières de défense établies par les plantes, le potentiel de détoxification des cellules ou de 

l’organisme et, finalement, le potentiel du système de réparation de l'ADN. Divers effets 

peuvent alors être : (Biteur, 2012). 

 Les cassures de brin d'ADN, qui peuvent être simple brin ou double brin. 

 Une formation de bases oxydées. 

 Une apparition d’adduits à l’ADN. Ils correspondent à la formation de produits d’addition 

entre le polluant et les nucléotides, suite à la peroxydation des lipides. 

 Des pontages ADN-protéine. 

Les attaques au niveau des bases sont variées. Par exemple, les radicaux hydroxyles 

attaquent la double liaison de la thymine en C5 ou C6 et éliminent rarement l'hydrogène du 

groupe méthyle. Le radical 6-hydroxythymine formé interagit avec O2
●-

 pour produire de la 

thymine glycol, une base modifiée peut bloquer la réplication (Croteau et al., 1997). Le stress 

oxydatif peut également causer des dommages indirects à l'ADN. C'est le cas de certains 

aldéhydes comme le MDA ou le 4HNE, qui forment des adduits prémutagènesdutype MDA-

dG ou des dérivés de l'éthylène (Niedernhofer et al., 2003). 

Chapitre 2 : Remédiation 

      En raison de l’industrialisation et de l’urbanisation rapide le problème des sols 

contaminés par les métaux lourds est devenu aujourd'hui l’un des problèmes 

environnementaux majeurs, la concentration de ces polluants posent un grave problème 

préoccupant (Chen et al., 2015). Le besoin de comprendre les processus qui sont à l’origine 

de ces pollutions et de trouver des moyens possibles de dépollution est important, l’un de ces 

moyens est la remédiation qui signifie l’élimination des pollutions et des contaminants des 

milieux ambiants (Nouri, 2016).     

Plusieurs technologies physiques et chimiques de la remédiation ont été utilisées 

mais elles sont devenues moins attractives en raison des besoins énergétiques élevés, couts 

élevés, faible efficacité et difficultés opérationnelles (Ferry et al., 2019). 

Actuellement, certaines techniques basées sur l’utilisation des organismes vivants ont 

été rapportées comme des méthodes efficaces et économiques pour la dépollution de 
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l’environnement contaminé par les métaux lourds (Pathak et al., 2019). 

  1. Techniques de remédiation 

1.1. Approches physicochimiques 

 Il existe plusieurs méthodes physico-chimiques permettant la décontamination des 

sites polluées, les plus utilisées sont l’incinération et les méthodes de décomposition chimique 

(Mekricha et al., 2019).  

            Le lavage des sols est l’une des techniques physiques les plus connues, cette technique 

est basée sur l’injection des fluides (d’acides fort ou par un chélateur) dans le sol afin de 

transférer et concentrer les polluants vers des points de récupération, et réalisée par des 

pressions variables : normales ou hautes (Nouri, 2016).  

             L’extraction par  les solvants est l’une des techniques chimiques les plus simples à 

utiliser, qui a un faible cout et donne de meilleurs résultats; les solvants organiques comme les 

alcanes, les alcools ou les cétones sont les plus utilisés permettant de dissoudre la plupart des 

polluants organiques toxiques (Perchet, 2008).  

1.2 Phytoremédiation 

 La phytoremédiation est une technique basée sur l’utilisation des végétales (herbacées, 

plantes, arbustes et arbres) qui sont capables de bloquer, extraire, accumuler, transformer ou 

de détruire un polluant, cette technique est utilisée pour la décontamination des sols, des 

boues, des sédiments, des effluents liquides ou gazeux contaminés par différents polluants en 

l’occurrence les métaux lourds (Ademe, 2006).  

            La Phytoextraction c’est une technique basée sur l’utilisation des plantes qui ont la 

capacité d’accumuler certains métaux lourds, ces plantes sont dites hyper-accumulatrices où 

l’accumulation de des métaux est concentrée vers les parties aériennes et récoltables (feuilles 

et tiges) (Liphadzi et al., 2005).  Le principe de la phytoextraction c’est d’avoir des plantes 

spécifiques sur des terrains contaminés par les métaux lourds et de récolter ces plantes chaque 

année (Zang et al., 2018). L’avantage que présente cette technique c’est son faible cout.  

             La rhizofiltration est une technique utilisant des plantes aquatiques qui sont capables 
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d’absorber, concentrer et précipiter les polluants organiques ou inorganiques. Giasson (2005) 

rapporte que les plantes aquatiques sont petites, poussent lentement et elles ont des 

concentrations très élevées en eaux, ce qui présente un inconvénient pour l’utilisation de cette 

technique étant un moyen de remédiation.  

            La Phytostimulation est basée sur l’intervention des microorganismes associés aux 

racines des herbes, ces plantes sécrètent des exsudats racinaires (O2, sucres, alcools et acides) 

qui peuvent-être utilisés par les communautés microbiennes et promouvoir leur 

développement et leurs activités (figure 03). Cette stimulation microbienne dans la 

rhizosphère a pour fonction de dégrader les substances toxiques organiques (solvants, produits 

phytosanitaires) (Remon, 2006). 

 

        Figure 03 : présentation de la phytostimulation (Hénault-Ethier, 2016). 

             La Phytostabilisation consiste à réduire la mobilité des polluants essentiellement 

métalliques (par adsorption, précipitation et maintien physique ou confinement) afin de 

prévenir leur migration (biodisponibilité, lessivage, réenvoles) vers les nappes phréatiques en 

limitant l’érosion et le lessivage des sols (Wu et al., 2011).Le principe de la phytostabilisation 

est que les racines végétales vont sécréter des exsudats qui peuvent altérer la chimie du sol et 

provoquer une précipitation des polluants, les rendant moins toxiques et plus stables  (Math et 

al., 2016). Cette technique ne permet pas de dépolluer les sites ou les sols mais constitue un 

mode de gestion destiné à maîtriser les risques via la stabilisation des éléments traces du sol 

(Nguemte, 2019). 

La phytotransformation également connue sous le nom phytotransformation, c’est 

l’utilisation des capacités métaboliques de certaines plantes pour dégrader et transformer 
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complètement des polluants organiques contenus dans les sols ou dans l’eau (Kerfaoui, 2015). 

Les polluants sont donc absorbés et dégradés par la plante, pour ensuite être métabolisés pour 

sa propre croissance (Roy et al., 2007). Cette dégradation peut avoir lieu dans la plante ou en 

dehors de la plante via la production d’enzymes extra racinaires (exsudats) (Colombano et al., 

2010).  

             La Phytovolatilisation implique l’assimilation et l’évaporation des contaminants 

organiques et inorganiques (les métaux lourds volatiles : Hg, Pb, As et Se) par les plantes 

(Repellini et al., 1999). Le principe de cette technique est de prélever ces polluants solides ou 

liquides est les transformés en gaz, ces derniers seront absorbés par la plante et éliminés par 

évapotranspiration (Giasson, 2005). 

1.3 Bioremediation 

La bioremédiation est une méthode de dépollution des sites contaminés par les 

polluants industriels ; elle est fondée sur l’utilisation des agents biologiques, pour une option 

avantageuse à diminuer la pression exercée par les polluants sur l’environnement (Romdhane, 

2011).Le principe de la bioremédiation consiste à utiliser la capacité des microorganismes 

(principalement champignons et bactéries) présents naturellement dans le sol ou bien 

intégrées au milieu, pour dégrader et transformer les polluants en CO2et en eau, la 

bioremédiation  se déroule dans des conditions aérobies ou anaérobies (Abdelly, 2019). 

La bioremédiation doit se faire dans un environnement hétérogène dans lequel les 

polluants sont en association avec les particules du sol, et pour cela elle doit avoir une 

approche pluridisciplinaire (Geoffrey, 2008).   

La mycoremédiation fait partie des techniques de la bioremédiation, c’est une 

technique initialement inventée par Paul Stamets ; elle est basée sur l’utilisation d’une ou 

plusieurs espèces fongiques pour restaurer et épurer un système écologique contaminé par un 

ou plusieurs polluants (Mani et al., 2014). 

La mycoremédiation est utilisée pour la dépollution in-situ  des colorants, des 

herbicides, des médicaments pharmaceutiques et des métaux lourds (Akhtar et al., 2020).  

Les champignons ont des avantages majeurs comparativement aux bactéries, ils sont 

présentés par la capacité des champignons de se propager dans le sol grâce à leur mycélium et 
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à produire des enzymes extracellulaires à large spécificité de substrat (Verdin et al., 2004). 

Etant donné qu’une bioremédiation efficace nécessite l’action d’enzymes 

microbiennes pour transformer les contaminants en composés non toxiques, l’optimisation des 

conditions permettent aux populations microbiennes de les dégrader rapidement (Da Silva el 

al., 2020). 

L’utilisation des microorganismes pour la remédiation des polluants est influencée 

par de nombreux facteurs : le type de polluant, les conditions environnementales et la 

présence de source d’azote et de phosphore (Yadav et al., 2021). 

Roger et Jaq (2000) rapportent : « il existe deux méthodes majeures de 

bioremédiation selon le type d’application : les méthodes ex-situ traitant le sol qui a été 

excavé et transporté vers un centre de dépollution. Quant aux méthodes in-situ sont le 

traitement du sol sur le site même sans excavation ».De même le type de contaminant est 

considéré le facteur principal pour déterminer quelle méthode de bioremédiation utilisée 

(Chibueze et al., 2016). 

Les techniques de bioremédiation sont subdivisées en huit catégories selon le 

principe biologique ou mode de dépollution : La biodégradation, la biolixiviation,  la 

biorestauration, la bioaugmantaion, et la biostimulation (Abdelly, 2019). 

La biodégradation est le processus par lequel des substances organiques sont 

décomposées par des microorganismes (bactérie ou champignon) en substances plus simples 

(Krasmy, 2016). Lorsque la biodégradation est terminée, le processus est appelé 

"minéralisation". Cependant, dans la plupart des cas, le terme biodégradation est 

généralement utilisé pour décrire tout changement à médiation biologique dans un substrat 

(Bennet et al., 2002). 

Les microorganismes transforment les substances par deux processus la croissance et 

le cométabolisme : 

 En croissance, un polluant organique est utilisé comme seule source de carbone et 

d'énergie. Ce processus entraîne une dégradation complète (minéralisation) des polluants 

organiques. Le cométabolisme est défini comme le métabolisme d'un composé organique en 

présence d'un substrat de croissance qui est utilisé comme principale source de carbone et 
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d'énergie (Frtsche et al., 2008).  

Les processus de biodégradation varient considérablement, mais le produit final de la 

dégradation est souvent le dioxyde de carbone (Pramila et al., 2012). 

La biolixiviation est l'extraction des métaux de leurs minerais grâce à l'utilisation 

d'organismes vivants ; la biolixiviation est l'une des nombreuses applications de la 

biohydrométallurgie et plusieurs méthodes sont utilisées pour récupérer le cuivre, le zinc, le 

plomb, l'arsenic, l'antimoine, le nickel, le molybdène, l'or, l'argent et le cobalt (Morin, 2010). 

Plusieurs espèces de champignons peuvent être utilisées pour la biolixiviation grâce à 

leurs avantages de la biodisponibilité qui peuvent être cultivés sur de nombreux substrats 

différents. Des expériences ont montré que deux souches fongiques Aspergillus niger, et 

Penicillium simplicissimum étaient capables de mobiliser une grande variété de métaux lourds 

(Hubau, 2020). 

La biorestauration est une technique de la bioremédiation utilisée pour attaquer les 

polluants spécifiques du sol, elle a pour objectif de facilité, accélérer et augmenter la 

dégradation des hydrocarbures en CO2et H2O brut (Floch, 1996).  

La biorestauration présente comme principal avantage qu’elle est réalisée par des 

micro-organismes indigènes, qui sont déjà présents et qui sont donc bien adaptés au milieu. 

Or, son principal inconvénient vient de ce que l’ajout d’additifs est tributaire de la géologie 

locale du milieu en subsurface (Charissou et al., 2009). 

La bioaugmentation est l’utilisation des microorganismes supplémentaires capables 

de produire des enzymes à large spectre, dont l’objectif est l’amélioration de la 

biodégradabilité des composés organiques (Alvarez et al., 2011). 

Cette technique offre plusieurs avantages comme par exemple l'assainissement des 

contaminants in situ réalisé avec un minimum d'impact sur l’écosystème en surface, un 

minimum de production de déchets après traitement, et un moindre coût par rapport à d'autres 

options ex situ (Zawierucha et al., 2011). Certaines limites existent comme la présence de 

certains co-contaminants qui peuvent empêcher l’action des microorganismes (Da silva et al., 

2010). 
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La biostimulation est l’une des techniques les plus utilisée du fait de son faible coût 

et que ne nécessitant pas l’adjonction des microorganismes spécifiques sélectionnés 

(Bourdier, 2005). 

Cette technique est basée sur l’utilisation des microorganismes qui sont associés aux 

plantes au niveau racinaire pour améliorer et favoriser l’absorption des nutriments et la 

tolérance aux stress abiotiques (Turner, 2018). 

2. Aspergellies 

Les champignons représentent l’un des plus importants groupes d’organismes sur 

terre et jouent un rôle clé dans un grand nombre d’écosystèmes (Mueller et al., 2007). Ce sont 

des organismes eucaryotes à mode de reproduction sexuée ou asexuée, tous les champignons 

ont une paroi constituée de chitine et de polysaccharide très résistant (St-Germain, 2021). 

D’un point de vue structural, on trouve une grande variété de champignons. Ils sont 

classés en deux grandes catégories : la forme levure unicellulaire et la forme mycélienne 

pluricellulaire constituée d'hyphes (Redecker, 2002).  

 Les champignons filamenteux synthétisent leurs propres nutriments à partir de l’eau et 

des éléments nutritifs et minéraux qu’ils puisent dans leur environnement. Ils jouent un rôle 

important dans le recyclage des matières organiques en puisant leur énergie à partir de ces 

sources carbonées externes (Lecellier, 2013). 

Parmi ces champignons filamenteux, le genre Aspergillus, comprend plus de 260 

espèces ; ce sont des champignons cosmopolites, répandus du milieu extérieur. Il est affilié à 

la classe des Ascomycètes, l’ordre des Eurotiales et la famille des Trichocomacées (Samson et 

al., 2009).  

Beaucoup d’espèces fongiques telles que Rhizopusarrhizus, Mucormiehei et  

Aspergillus niger ont été largement étudiés pour la sorption de métaux lourds ; leurs parois 

contiennent une grande quantités de polysaccharides  et  des protéines, offrant de nombreux 

groupes fonctionnelles pour la fixation des ions métalliques(Taylor et al., 2009). 
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3. Mécanismes cellulaires de résistance et / ou tolérance des mycètes  

 Selon les conditions et selon les microorganismes, la résistance aux métaux se traduit 

par la réponse cellulaire microbienne qui peut soit mobiliser, soit immobiliser, soit transformer 

les métaux lourds. Ces différents processus peuvent être exploités en bioremédiation (Hazen et 

al., 2005). 

 En général, la tolérance des champignons aux métaux lourds suggère deux 

mécanismes : la séquestration extracellulaire (chélation et liaison de la paroi cellulaire) et la 

séquestration intracellulaire, liée aux protéines ou à d'autres ligands pour empêcher les 

dommages métalliques des cibles cellulaires sensibles (Anahid et al., 2011). 

3.1  Immobilisation du métal  

3.1.1 Biosorption du métal  

La biosorption est un processus pouvant être définie comme la capacité des matières 

biologiques à accumuler des métaux lourds par des voies métaboliques ou par des voies 

physico-chimiques spontanées d'absorption, ou comme une caractéristique de certains types 

de biomasse microbienne non vivante qui concentrent les métaux lourds à partir des solutions 

aqueuses même très diluées (Shamim, 2018). 

Les principaux facteurs affectant le processus de biosorption sont : la concentration 

initiale d'ions métalliques, la température, la valeur du pH et la concentration de biomasse 

dans la solution. La température comprise entre 20 et 35°C n'affecte pas le processus de 

biosorption. Cependant, le pH semble être un processus important pour la biosorption, il 

affecte la chimie en solution des métaux, l'activité des groupes fonctionnels dans la biomasse 

et la compétition des ions métalliques (Nilanjana et al., 2008). 

Les biomatériaux tels que les champignons sont avérés efficaces et économiques pour 

éliminer les métaux toxiques des solutions aqueuses diluées par la biosorption, car la paroi 

cellulaire fongique présente le pourcentage le plus élevé des composants de la biomasse 

fongique présentant d'excellentes propriétés de fixation des métaux (Nilanjana et al., 2008). 

Dans certain cas, la quantité des métaux accumulée à la surface cellulaire des 

organismes morts est supérieure à celle des organismes vivants (Malayeri, 1995). 
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La biomasse fongique morte d’Aspergillus niger recouverte avec des ions de Fe à 

montré une élimination maximale environ 95% d’As
+5

 et 75% d’As
+3

 à pH 6. Aucune 

interaction n’a été observée entre la charge de la surface de la biomasse et l’élimination de 

l’As (Meghnous, 2020). 

3.1.2 Bioaccumulation  

La bioaccumulation des métaux lourds est un processus physiologique normal, ou la 

conséquence d’une surcharge accidentelle de l’organisme, dans les deux cas les cellules 

utilisent le plus souvent leurs structures habituelles pour immobiliser les ions, et possèdent 

une variété de ligands suffisante pour complexer un grand nombre d’éléments de la 

classification périodique (Bayou et al., 2012). 

En effet, la bioaccumulation parles champignons vivants est un système auto-

renouvelable par la croissance de ces microorganismes.  

Dans ce système, l’immobilisation métallique se fait par la modification chimique via 

le transport intracellulaire, grâce à la dégradation enzymatique des composés 

organométalliques ou par la synergie de plusieurs microorganismes (Benabdallah et al., 2014) 

3.1.3  Précipitation de composés métalliques sur des hyphes 

 La précipitation des métaux lourds est définie comme le passage des métaux de l’état 

dissout à l’état solide ; ces derniers se précipitent sous forme d’hydroxyde, de carbonates, de 

phosphates ou de sulfures (Deschamps et al., 2006). 

 De nombreuses espèces bactériennes et fongiques ont les capacités de métaboliser des 

substances influençant la mobilité des métaux lourds dans le sol (Belouchrani et al., 2013). 

Les métabolismes des microorganismes (cas des bactéries sulfato-reductrices) résultent 

indirectement de la précipitation des métaux ; par conjugaison d’une alcalinisation du milieu 

et de la production d’hydrogène sulfuré (Michel et al., 2000). 

 Les mécanismes de tolérance biologique impliqués dans la survie des champignons 

comprenant la précipitation, complexation et cristallisation d’espèces métalliques par exemple 

l’oxydation, la réduction, la méthylation et la biosorption sur les parois cellulaires, les 

pigments et les polysaccharides extracellulaires conduisant à la diminution du transport, 
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l’imperméabilité, l’efflux et la précipitation des métaux (Gadd, 1993). 

 Les champignons de la pourriture blanche peuvent concentrer les métaux prélevés sur 

le substrat dans leur mycélium, les métaux qui entrent dans la cellule peuvent également 

influencer la production des enzymes extracellulaires (Baldrian, 2003).  

 Khozani et al. (2020) ont démontré que plusieurs espèces fongiques des phylums 

Ascomycota et Basidiomycota, et en particulier les espèces d’Aspergillus produisent des 

laccases (enzyme d’oxydation) à partir du tanin comme source de carbone, l’objectif 

principale est l’élimination des métaux par précipitation ; l’effet de cette enzyme sur la 

précipitation des métaux est nouveau et signalé pour la première fois. 

 Néanmoins, les processus de précipitation peuvent être très efficaces car initialement 

ils reposent sur des produits de solubilité et dans un premier temps sur l'efficacité de 

séparation solide-liquide (Eccles, 1995). 

3.2 Biotransformation du métal  

 De nombreux microorganismes peuvent transformer une variété de métaux et de 

métalloïdes par une oxydation, une réduction et une méthylation. Ceci conduit 

à des changements de la mobilité et de la toxicité envers d'autres organismes vivants (Gharieb 

et al., 1999). 

3.2.1 Oxydoréduction 

Les microorganismes peuvent mobiliser les métaux, les métalloïdes et les composés 

organométalliques par  le processus de réduction et d'oxydation (Gadd, 2004). 

Bien que l’influence des conditions oxydoréductrices du sol apparaisse très importante 

à l’égard de la mobilité des éléments métalliques, il n’en demeure pas moins que ce facteur 

apparaît souvent comme secondaire par rapport au pH. En effet, pour un sol donné l’Eh varie 

en fonction inverse du pH, il augmente quand le pH diminue (Deneux-Mustin et al., 2003). 

De plus, la modification du degré d’oxydation des ligands ou des éléments s'associant 

avec le métal influence indirectement la solubilité des métaux lourds. Par exemple, en 
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conditions réductrices, les sulfates sont réduits en sulfure qui piègent les éléments métalliques 

par exemple Pb, Cd, Zn (Deneux-Mustin et al., 2003). 

              3.2.2 Biométhylation  

 La biométhylation est une réaction chimique correspondant au transfert à partir d’un 

donneur de méthyle d’un groupement méthyle grâce à une enzyme appelée 

méthyltransférase (Anger et al., 2005). 

 Les principaux donneurs biologiques sont la méthylcobalamine, impliquée dans la 

méthylation du mercure, de l'étain et du plomb, et la S-adénosylméthionine (S.A.M), 

impliquée dans la méthylation de l'arsenic et sélénium (Gadd, 1993). 

 Généralement, la biométhylation est considérée comme une détoxification des 

substances inorganiques telles l’arsenic (Li et al., 2018).  De nombreuses espèces bactériennes 

et fongiques sont capable de méthylées, les composés de l’arsenic comme l'arsenate [As(V)], 

arsenite [As(III)], et acide méthylarsoniqueaux volatils : diméthyl ou triméthylarsine (White 

et al., 1995). 

         3.3   Solubilisation du métal 

La solubilisation peut être issue de la production de composés acides tels que les 

acides carboxyliques, phénoliques, aliphatiques, nitrique et sulfurique (Huynh, 2009).  

 Par conséquent le processus de solubilisation des minéraux métalliques toxiques par 

les champignons devrait donc être pris en compte dans le cadre de tolérance aux métaux de 

ces organismes (Fomina, 2005). 

 La solubilisation des métaux est assurée par les protons (ions H
+
) libérées dans le sol 

et les complexes organiques, qui peuvent agir seuls ou en combinaison. Les composés 

organiques impliqués dans ce mécanisme font généralement partie du groupe de molécules 

organiques de faible poids moléculaire contenant des groupes carboxyle actifs ou phénol, tels 

que les acides organiques, les biosurfactants et les sidérophores (Benabdallah et al., 2014).  

 Ces molécules favorisent le mouvement des éléments métalliques et se propagent aux 

plantes où ils s'accumulent (Huynh, 2009). 
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Cependant les champignons et les racines des plantes excrètent eux aussi des acides 

afin d’augmenter leur absorption de nutriments, ou tout simplement comme déchets 

métaboliques cette acidification favorise la mobilité des autres éléments qui ne sont pas 

indispensables pour le métabolisme végétal (Deneux-Mustin et al., 2003).  

 Quatre mécanismes de solubilisation des composés solides métalliques chez les 

champignons ont été observés : 

 L’acidolyse (solubilisation des métaux par acidification) ; 

 La complexolyse (complexation des métaux par des acides organiques ou aminés) ; 

 La redoxolyse (par exemple, la réduction de l'ion ferrique provoquée par l'acide 

oxalique). 

 La bioaccumulation, le mycélium fonctionnant comme un lien (les actes de mycélage 

comme une capture, un emprisonnement des ions métalliques). 

 Les trois premiers mécanismes se produisent par des protons et des acides organiques 

excrétés par les champignons. Le quatrième processus peut être observé si les champignons 

accumulent union métallique provenant de la solution et causent la solubilisation continue de 

cet ion par la perturbation de l'équilibre entre sa forme solide et sa forme dissoute (Ouattara, 

2008). 

  3.4  Biovolatilisation 

La volatilisation est basée sur l'effet direct de certains microorganismes sur le degré 

d'oxydation des substances métalliques. C'est le cas du mercure, de l'arsenic du sélénium et de 

l’antimoine. La biométhylation peut transférer des groupes méthyles directement aux atomes, 

Pb, Sn, As, Sb et Se, les faisant ainsi se volatiliser dans l'atmosphère (Huynh, 2009). 

La biovolatilisation est un processus naturel dans lequel l'arsenic est perdu dans le sol 

ou l'eau (Jakob et al., 2010).  

Les moyens qui peuvent également être considérés comme une bioremédiation de 

l'arsenic volatil sont la réduction enzymatique et inorganique de l'arsenic par l'arsenic (V) en 

As (III) et une série de réactions de méthylation (Liu et al., 2011). 
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L'arsenic dans le sol peut être converti en dérivés volatils par la flore bactérienne ou 

fongique. Ces deux microorganismes aérobies et anaérobies microscopiques sont 

particulièrement responsables de la production des arsenicaux volatils (Liu et al., 2011).  

Cependant des publications antérieures ont montré que le taux d'arsenic volatilisé par 

les communautés microbiennes du sol a été limitée (Liu et al., 2011).En outre la quantité 

d'arsenic volatilisée par les microorganismes était régie par de nombreux facteurs tels que les 

formes d'arsenic, la concentration, l’humidité du sol, la température, la matières organiques, la 

croissance microbienne et la capacité volatilisation de l'arsenic (Edvantoro et al., 2004). 

4 Mécanismes antioxydants   

 Les radicaux libres sont produits spontanément et de manière continue au niveau des 

organismes ainsi que le maintien d'un stade non cytotoxique est assuré par des antioxydants 

(Garait, 2006). 

 Un antioxydant est une substance capable  d’entrer en compétition avec d’autres 

substrats oxydables et par conséquent retarder ou empêcher l’oxydation de ces substrats 

même à concentration relativement faible (Bahi, 2015). 

 Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes pour contrôler leur 

niveau d’espèces réactives de l’oxygène (figure 04). La nature des systèmes antioxydants 

varie selon les tissus et les types cellulaires, aussi selon  le milieu intracellulaire ou 

extracellulaire (Boubali, 2017). 

 Les antioxydants sont divisés en antioxydants non enzymatiques tels que le glutathion 

(GSH) et les vitamines C (ascorbate), E (tocophérol) et B6 et en antioxydants enzymatiques 

tels que les superoxydesdismutases, les catalases, les peroxydases et glutaredoxine (Khouja, 

2011). 
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Figure 04 : répartition des principales défenses antioxydantes dans les cellules. (Mn-SOD) : 

superoxydedismutase mitochondriale, (Cu/Zn-SOD) : superoxydedismutasecytosolique, 

(GPx) : glutathion peroxydase, (GSH) : glutathion réduit (Garait, 2016). 

4.1 Systèmes antioxydants enzymatiques  

 Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la première ligne de défense 

contre les différentes espèces oxydantes, leur fonction majeure est de réduire la quantité des 

ROS dans la cellule. Parfois, ces enzymes ont besoin d'oligo-éléments (Zn, Cu, Mn, Se, Fe.) 

et d'autres cofacteurs pour exercer leur activité enzymatique (Mahmoud et al., 2016). 

4.1.1 Superoxydedismutase (SOD) 

 Les superoxydedismutases (EC 1.15.1.1) sont des métallo-enzymes 

présententdans l’ensemble du monde du vivant à l'exception de quelques microorganismes 

(Bertrand, 2008).Les superoxydedismutases peuvent éliminer l’anion superoxyde en 

produisant une molécule d’oxygène et une molécule de peroxyde d’hydrogène selon la 

réaction (Mesnoua, 2016). 

 

 La localisation chromosomique du gène, le contenu métallique, la structure 

quaternaire et la localisation cellulaire des isoenzymes permettent de définir 3 types de SOD: 

SOD ferreux (Fe-SOD), SOD à cuivre (Cu-SOD) et SOD à manganèse (Mn-SOD) (Mahmoud 

et al., 2016). 
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 Au niveau de la mitochondrie, se trouvant  les SOD à manganèse (SOD-Mn) alors 

que les SOD à zinc ou cuivre (SOD-Cu-Zn) se situent dans le cytoplasme, le noyau, le plasma 

ou dans la membrane des cellules endothéliales (Bahi,2015). 

4.1.2 Catalase  

 La catalase (E.C. 1.11.1.6) est une enzyme antioxydante importante située dans les 

peroxysomes dont le rôle est de catalyser la réduction du peroxyde d’hydrogène en eau et en 

oxygène moléculaire, en association avec le SOD selon la réaction suivante : (Kebsa et al., 

2019). 

 

 Bien que la CAT n’est pas essentielle pour certain type de cellules dans les conditions 

normales, cependant elle protège les cellules du peroxyde d'hydrogène et permet l’acquisition 

de la tolérance du stress oxydatif lors de la réponse cellulaire adaptative (Matés et al., 1999). 

4.1.3 Glutathion peroxydases (GPx) : 

La glutathion peroxydase (GPX) est une autre enzyme  de défense pour maintenir 

l'équilibre cellulaire du statut redox (Dobashi et al., 2001). 

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme à sélénium ayant la propriété de 

pouvoir catalyser la réduction des hydroxyperoxydes, elle se retrouve dans les liquides 

extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du cytosol et des mitochondries 

(Bouguerne, 2012). 

Elle est constituée de quartes sous-unités identiques chacune contient un seul résidu 

séléno-cystéine (Se-Cys) identique, ce qui est essentiel pour l'activité enzymatique (Krim, 

2014). 

Cette enzyme constitue la principale voie de dégradation des hydroperoxydes. Cette 

fonction antioxydante est d'autant plus importante qu'elle joue un rôle important avec la 

superoxydedismutase et la vitamine E. Par conséquent, elle assurera l'équilibre intracellulaire 
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et extracellulaire de l'équilibre pro/antioxydant (Desmier, 2016). 

La surexpression de cette enzyme a été observé pour supprimer l'apoptose réactive 

induite par l'oxygène dans une variété de cellules, suggérant que l'inhibition de cette enzyme 

est étroitement liée à la mort de la cellule apoptotique (Park et al., 2003). 

4.1.4 Peroxyredoxines (PRXs) 

Parmi les systèmes les plus connues pour la détoxification des ROS dans les 

mitochondries humaines et de levure sont les glutathion (GSH) peroxydase et autres thiol-

dépendants les peroxydases sont connues sous le nom de peroxyredoxines (PRXs) (Gama et 

al., 2007). 

Les peroxyredoxines (PRXs) sont des peroxydases thiol-dépendantes ubiquistes 

capables d’éliminer une variété de peroxydes grâce à des cystéines catalytiques réactives, qui 

sont régénérés par des systèmes réducteurs (Gama et al., 2008). 

Certaines peroxyredoxines (PRXS) sont spécialisées dans la dégradation des 

peroxydes organiques comme le cas de la peroxyredoxine (Ahp1) chez Saccharomyces 

cerevisiae (Shakir, 2015). Les peroxyredoxines (PRXS) avec la catalase et la glutathion 

peroxydase sont des enzymes importantes dans le renouvellement de H2O2. (Spadaro et al., 

2010). 

      4.2 Systèmes antioxydants non enzymatiques 

 Ce type d’antioxydants sont les oligo-éléments (Bahi, 2015). Ils ont la capacité de 

piéger des substances oxydées en gagnant des électrons libres, formant ainsi des substances 

plus stables qui peuvent être éliminées par d'autres systèmes antioxydants (Mahmoud et al., 

2016). 

4.2.1 Glutathion(GSH) 

Le glutathion se trouve dans la plupart des organismes eucaryotes et procaryotes, 

c’est un simple composé soufré composé de trois acides aminés et du principal thiol non 

protéique (Noctor et al., 2011). 

Le GSH est synthétisé exclusivement dans le cytosol avec un processus en plusieurs 
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étapes dans lequel les trois acides aminés la cystéine, le glutamate et la glycine sont combinés 

pour former le tripeptide GSH (Sreekumar et al., 2021).  

Deux molécules de GSH peuvent être liées d’une façon covalente pour former le 

Glutathion oxydé ou bien appelé le disulfure de glutathion (GSSG) ;  le S-nitrosoglutathion, le 

persulfure de glutathion, le trisulfure de glutathion et les polysulfures de glutathion sont les 

espèces les plus connues de glutathion oxydé (Oestreicher et al., 2019). 

Le métabolisme du GSH se déroule généralement dans les cellules végétales et 

animales par le cycle γ-glutamyl (dans sa version complète, le cycle prend en compte six 

réactions). Mais de plusieurs recherches récentes ont démontré l'existence d'une version 

tronquée du cycleγ- glutamyl (Penninckx, 2002). 

La majorité des fonctions du glutathion sont liées à leur rôle dans la régulation redox 

dans les cellules et dans la détoxification des xénobiotiques (Saster et al., 2005). 

 Les champignons, en particulier la levure Saccharomyces cerevisiae, ont servis 

comme modèles biologiques qui ont aidé à démontrer le rôle et la fonction du glutathion dans 

les processus cellulaires. Par exemple, GSH est une molécule considérée comme un 

antioxydant non enzymatique important, qui réagit avec une série d'espèces réactives de 

l'oxygène (Posci et al., 2004). 

4.2.2 Vitamine E et Vitamine C  

 Les vitamines E (α-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent être les plus 

importantes pour lutter contre le stress oxydatif (Evans, 2000). 

 La vitamine E agit directement sur une variété de ROS, formant des radicaux libres 

avec une faible réactivité. Par la suite, la vitamine E oxydée peut être reconvertie 

principalement par la vitamine C, mais elle peut également être reconvertie par d'autres 

composés tels que le glutathion réduit, la vitamine A et l’ubiquinol (Kehili, 2018). 

La vitamine E est liposoluble et s'est avérée être le principal antioxydant des membranes 

cellulaires, en particulier des mitochondries (Evans, 2000).  
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 Également, elle peut augmenter l'activité de la SOD et de la CAT (Margaritis et al., 

2003). Pour certains auteurs, même si le potentiel antioxydant de la vitamine E est confirmé in 

vitro, in vivo, elle joue de nombreux rôles physiologiques non antioxydants dans la régulation 

de la fonction cellulaire. Sa faible concentration ne lui permet pas de devenir un antioxydant 

majeur, son utilisation à cette fin peut donc altérer la fonction cellulaire (kehili, 2018). 

 La vitamine C ou acide ascorbique (AA) est un antioxydant hydrosoluble qui existe 

sous sa forme anionique (AH
-
) à pH physiologique. Elle peut réagir directement avec les 

ROS, notamment O2
˙
. Elle limite la peroxydation des lipides en piégeant les radicaux libres 

peroxydes. Elle n'est pas synthétisée par les organismes (Boudebouda et al., 2013). 

 Cependant, selon Baroja-Mazo et al. (2005) les champignons semblent incapables de 

synthétiser normalement l'acide ascorbique, mais des espèces fongiques étudiées contiennent 

du D-Erythroascorbafe (D EAA), un analogue de l'acide ascorbique C5. La présence de 

L'acide D-EAA a la place de l'acide L-ascorbique est observé chez les ascomycètes, les 

basidiomycètes et les zygomycètes (Khouja, 2011). 

      4.2.3 Proline : 

La proline est un acide aminé protéinogéne, considérée comme un antioxydant non 

enzymatique dont les champignons ont besoin pour agir contre les ROS formés lors d’un 

stress oxydatif métalliques (Chakraborty et al., 2014). 

Les acides aminés ont des sensibilités différentes à l'EOA. Les plus réactifs sont 

l'histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque radicalaire des 

acides aminés conduira à l'oxydation de certains résidus (Haleng, 2007). 

Le dosage de la proline est considéré comme le critère de sélection pour la tolérance 

au stress. Elle  agit comme un pénétrant pour retenir de l'eau dans le cytoplasme et prévenir le 

séchage membranaire et la dénaturation des protéines (Benyahmed, 2013). 

La proline joue un rôle important pour réduire  la toxicité du Pb(II), la proline agit 

comme un osmolyte, stabilisateur de protéines et de complexe macromoléculaires, piégeur de 

radicaux libres, régulateur de potentiel redox cellulaire (Chakraboty et al., 2012). 
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 Mukherjee et al. (2010) ont démontré que l’accumulation de la proline est très 

significative en réponse à la toxicité d’arsenate, par Aspergillus niger, cela peut suggérer que 

la proline joue un rôle important pour piéger les ROS induits par la toxicité d’arsenate. 
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1. Introduction 

Ce travail est une description d’un plan expérimental établi par Mukherjee et al. 

(2010), dont l’objectif est de définir les potentialités de biosorption et de la réponse 

antioxydante chez Aspergillus niger induite par la toxicité de l’arsenic, pour une éventuelle 

utilisation de cette souche pour la bioremédiation des environnements pollués par l’arsenic. 

2. Matériel biologique  

Cette étude porte sur la moisissure Aspergillus niger. Cette souche provient du 

laboratoire du Département de Biochimie et de Biophysique de l’Université de Kalyani 

Aspergillus niger ou l'aspergille noire, est un champignon filamenteux ascomycète de 

l’ordre des Eurotiales. C'est l’une des espèces les plus communes du genre Aspergillus qui 

apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et les légumes (Bennecif 

et al., 2019). Aspergillus niger est capable de croître dans une large plage de température (6-

47°C) avec un optimum de 35 à 37 °C (Hasnaoui et al., 2020). 

La croissance végétative est initiée par la germination des spores avec la formation 

d’un hyphe tubulaire (extension strictement apicale), donnant naissance à un réseau mycélien 

par ramification qui acquiert les éléments nutritifs de son environnement (Hasnaoui et al., 

2020). 

2.1. Classification : selon (Zenati, 2018) : 

Règne : Fungi 

Embranchement: Ascomycota 

Sous-embranchement : Deuteromycotina 

Classe : Eurotiomycètes 

Ordre : Eurotiales 

Famille : Trichocomaceae 

Genre : Aspergillus 

Espèce : Aspergillus niger 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Trichocomaceae
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2.2 Caractères culturaux d’Aspergillus niger 

L’identification des Aspergillus en général se fait par la description morphologique 

des colonies sur gélose et des têtes aspergillaires sous microscope optique, les milieux les plus 

utilisés pour l’identification des Aspergillus sont les milieux gélosés additionnés d’extraits de 

malt et le milieu Czapek-Dox contenant un ou plusieurs antibiotiques (Kihel et al., 2020). 

Macroscopiquement, Aspergillus niger apparaît en colonies blanches, qui peuvent être 

observées à la surface de la gélose et développaient parfois des teintes jaunes sur lesquelles se 

forment ensuite des conidiophores noirs (figure 05). Avec une binoculaire, on observe des 

tiges fines portant de petites vésicules sphériques blanches qui se transforment en spores 

pigmentées noires portant de nombreuses conidies sur des phialides et des métules. Les 

vésicules rondes et les métules prononcées peuvent être considérées comme une 

caractéristique d'A. niger (George et al., 2019). 

 

Figure 05 : Aspergillus niger sur milieu M2 (a) et Aspergillus niger sur milieu M2S5 (b) 

(Zenati, 2018). 

La morphologie microscopique d’A. niger à montrer de grandes têtes conidiennes 

noires, globulaires, qui deviennent rayonnantes, ayant tendance à se diviser en plusieurs 

colonnes libres devenant sombres vers la vésicule. Les têtes conidiennes sont bisériées 

(disposés en deux cycles ou verticilles), avec les phialides disposées sur des métules brunes, 

souvent septées. Les conidies sont globulaires à sous-globulaires, noires et la paroi est 

rugueuse (figure 06). La capacité des conidies à produire des conidiophores après la 

germination dépend de la température et des nutriments fournis dans le milieu (George et al., 

2019). 
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Figure 06 : aspect microscopique (a) et représentation schématique du conidiophore 

d’Aspergillus niger (b) (Pasqualotto, 2010). 

 

3. Préparation de la biomasse fongique 

 

La biomasse d’A. niger est obtenue à partir des cultures submergées en condition 

aérobie, sur bouillon Czapek-Dox supplémenté par des concentrations croissantes d’As (V) 

soit 25, 50, 75 et 100 mg/l, et le pH du milieu a été maintenu à 6,4 par l’addition appropriée 

d’une solution de NaOH de 0,2 M.  

Au total, 100 ml du bouillon de CD contenant de l’arsenate ont été transféré dans une 

série d’Erlenmeyer de 500 ml ; ces milieux ont été inoculés avec des spores d’A. niger et 

incubés à 175 rpm/min à 32°C dans un agitateur orbital. Il faut savoir que la biomasse du 

témoin est obtenue à partir d’une culture sur bouillon CD sans l’ajout de métal dans les 

mêmes conditions. 

La biomasse a été récoltée après une période de croissance de 96 h, filtrée et lavée à 

l’eau désionisée. La biomasse a été maintenue à -20°C jusqu’à son utilisation ainsi que les 

milieux après culture (Mukherjee et al., 2010). 

 

4. Préparation des échantillons pour l’analyse de l’arsenic 

 Les biomasses d’A. niger obtenues ont été lavées trois fois avec de l’eau déionisée afin 

d’éliminer les ions d’As libres, puis séchées à 45° C pendant 2 h. 
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Des étalons d’arsenic ont été préparés par dilution appropriée d’une solution mère 

d’arsenic à 1000 mg/l. 

Pour la minéralisation (Décomposition) des échantillons : 0,2 g de la biomasse sèche 

d’A. niger et 2 ml des milieux après culture ont été acidifiés avec 5 ml d’acide sulfurique 

concentré puis chauffés à 160°C pendant 2 h pour obtenir un volume réduit (0,2 ml), ce 

volume a été ajusté à 10 ml avec de l’eau désionisée (Mukherjee et al., 2010). 

    4.1 Analyse de l’arsenic 

L’arsenic a été analysé avec un spectromètre d’absorption atomique PerkinElmer 

AAnalyst 200 équipé d’un système à hydrure (mercure/hydride15) et d’un atomiseur à tube en 

quartz.  

La pré-réduction des échantillons pour l’analyse de l’arsenic est une étape très 

importante pour convertir l’arsenic en forme As (III) dans la solution d’échantillon. Une 

aliquote de 5 ml des échantillons minéralisés et les étalons ont été transférés dans une fiole 

jaugée de 50 ml. Un volume de 20 ml d’eau bi-distillée, de 5 ml de HCl concentré et 2 ml de 

solution de KI à 20 % (p/v) ont été rajouté. Après 15 min de réaction, 2 mL d’acide 

ascorbique à 10 % (p/v) ont été additionné. Ce mélange est laissé agir pendant 1 h (Mukherjee 

et al., 2010). 

 

5. Dosage des biomarqueurs de toxicité 

      5.1 Préparation de l’extrait enzymatique 

 

 Les aliquotes enzymatiques ont été réalisés comme suit, 0,5g de la biomasse fongique 

(issue de la culture té moin et celle avec les différentes concentrations d’As) fraîche a été 

broyée dans l’azote liquide. Les protéines ont ensuite été extraites à 4 °C avec 8 ml de tampon 

phosphate de potassium froid (50 mM, pH 7,0) contenant 1% de polyvinylpyrrolidone (PVP) 

(w/v). L'homogénat a été centrifugé à 4 °C pendant 20 min et le surnageant a été utilisé pour 

mesurer les activités antioxydantes (Mukherjee et al., 2010). 

      5.2 Mesure du malondialdehyde (MDA) 

La teneur en malondialdéhyde (MDA), le produit final de la peroxydation lipidique, 

est dosée selon la méthode de Dhindsa et al. (1981). Une aliquote de 0,5 ml de l'extrait est 

ajoutée à 1 ml de 20 % (w/v) d'acide trichloroacétique (TCA) et 0,5 % (w/v) d'acide 

thiobarbiturique (TBA). Le mélange est incubé à 95 °C pendant 30 minutes. La réaction est 
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arrêtée en plaçant les tubes dans un bain de glace. Une centrifugation est réalisée pendant 10 

minutes, l'absorbance du surnageant est lue à 532 nm et à 600 nm. La valeur de l'absorbance 

non spécifique à 600 nm est soustraite de la valeur de 532 nm. La quantité du complexe 

MDA-TBA (pigment rouge) est calculée en utilisant l'absorbance ajustée et le coefficient 

d'extinction molaire 155 mM
-1

 cm 
-1

. 

    5.3 Mesure de la superoxyde dismutase (SOD) 

L’activité de la SOD a été mesurée selon la méthode de Nishikimi et al. (1972) avec 

de légères modifications. Le mélange réactionnel contenait 0,2 ml de NBT 320 mM, 0,2 ml de 

méthsulfatephenazine10 µM, 2 ml de tampon de pyrophosphate 0,16 M à pH 9,2 et 0,02 ml 

d’extrait enzymatique.  

Un blanc enzymatique est obtenu avec la même quantité et l’ordre des réactifs mais en 

remplaçant l’enzyme par l’eau distillée. La réaction a été déclenchée simultanément dans les 

deux séries (blanc et réactionnelles) par l’ajout de 0,2 ml de NADH à 160 mM et les 

changements d’absorbance à 560 nm ont été suivis. Après 90 s, 1 ml d’acide acétique glacial a 

été ajouté à chaque tube réactionnel et le blanc, l’absorbance a été lue à 560 nm. Une unité 

d'activité SOD a été définie comme la quantité d'enzyme requise pour inhiber 50 % du taux de 

réduction de NBT (Mukherjee et al., 2010). 

     5.4 Mesure de la catalase (CAT) 

L’activité de la catalase a été mesurée selon la méthode de Chance et Maehly. (1955) 

citée par Mukherjee et al. (2010). 

Le mélange réactionnel est préparé par addition de 0,1 ml d'extrait enzymatique et 2,9 

ml de peroxyde d'hydrogène à 15 mM dans du tampon phosphate 50 mM à pH 7. La 

décomposition du peroxyde d'hydrogène est suivie directement en mesurant la diminution de 

l'absorbance à 240 nm. Les variations de l'absorbance sont lues chaque minute au cours des 3 

premières minutes. Une unité d'activité de la CAT a été définie comme le changement 

d'absorbance de 0,01 unité par minute. L'activité spécifique de la CAT correspond à la 

quantité du H2O2 consommée par mg de protéine. 
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L’ampleur des problèmes écologiques est intimement liée au processus de 

développement économique et social. En effet, la pollution des sols par les métaux lourds et 

les métalloïdes potentiellement toxiques représente un des dangers environnementaux parmi 

les plus imminents et les plus importants de notre époque (Bentellis et al., 2014). 

En réponse aux problèmes de la contamination de l’environnement par les métaux 

lourds, plusieurs technologies de dépollution des sites concernés ont été développées, dont la 

bioremédiation, par le biais de l’utilisation de plantes ou de microorganismes (Kvamura et al., 

2010). 

La pollution de l’environnement est un sujet d’actualité qui a fait l’objet de plusieurs 

investigations, d’ailleurs plusieurs travaux pertinents ont été menés dans ce contexte : Guelfi 

et al., (2003), Chakraborty et al. (2012 ; 2014), Teng et al. (2017), Meghnous et al.(2019) et 

Kassa-Laouar et al. (2020). 

L’objectif du présent travail est d’analyser et d’expliquer les mécanismes cellulaires et 

antioxydants d’Aspergillus niger pour la dépollution des sites pollués par l’arsenic. 

En raison des difficultés rencontrées au laboratoire à cause de la pandémie de la 

Covid-19. Nous n’avons pas eu la chance d’appliquer notre protocole expérimental pour 

obtenir des résultats, mais ça n’empêche pas de juger utile notre stratégie de recherche, en se 

basant sur les résultats de Mukherjee et al. (2010). 

D’après les résultats obtenus, nous constatons que l’effet toxique de l’arsenate sur le 

développement de la souche testée est mis en évidence par la mesure de la biomasse fongique 

sèche par rapport au témoin, cette toxicité se manifeste par une diminution de la croissance 

d’Aspergillus niger en fonction de l’accroissement des concentrations d’arsenate dans le 

milieu de culture (figure 07). Cette constatation peut s’expliquer par l’effet inhibiteur des 

éléments traces métalliques sur la croissance fongique, comme le suggère Karlinski et al. 

(2009) que les ETM diminuent  la disponibilité des nutriment  ce qui est similaire aux 

resultats obtenus pour la croissance d’Aspergillus foetidus en présence du plomb et du 

cadmium par  Chakrabaty et al.( 2012 ; 2014). 
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Figure 07 : poids sec de mycélium d'A.niger cultivé avec différentes concentrations 

d'arsenate. 

Suivant les résultats rapportés, il semble que la croissance optimale d’Aspergillus 

niger est stimulée avec l’ajout de 25 mg/l d’arsenate  (figure 07), nous suggérons que de 

faibles doses d’ions métalliques peuvent former avec les constituants du milieu de culture des 

substrats utiles qui permettent aux oligo-éléments essentiels de devenir disponibles pour le 

champignon ; à ce stade les cellules vont absorber l’arsenate avec les nutriments et  vont le 

piéger à l’intérieure des cellules. Ce résultat est conforme avec les travaux de Meghnous et al. 

(2019) qui ont montré que la croissance d’A.tubingensis est stimulée à 5 mM Sb, en 

rapportant que la tolérance des souches fongiques varie en fonction de leur origine et des 

conditions environnementales dans lesquelles elles se développent, en raison d’une adaptation 

préalable. 
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Figure 08 : l'absorption intracellulaire d'arsenate par A.niger. 

Selon Kassa-Laouar (2020), la capacité de résistance aux métaux lourds est définie par 

la capacité d'un micro-organisme à réagir et à mettre en œuvre des mécanismes pour les 

tolérer. D’après la figure 08, nous remarquons que la teneur  intracellulaire d’Asa augmenté 

progressivement avec l’accroissement des quantités d’arsenate dans le milieu avec une 

absorption maximale à 75mg/l ; nous suggérons que la concentration élevée d’arsenate à un 

effet sur la perméabilité des membranes cellulaires de la souche test.    

L’accumulation intracellulaire d'arsenic chez les champignons pourrait jouer un rôle 

majeur dans la tolérance et la détoxification de l'arsenic (Canovas et al., 2007). Des résultats 

similaires sont rapportés pour des souches d’Aspergillus et Trichoderma isolées à partir des 

sols contaminés par l’arsenic, ces souches avaient la capacité de prélever des quantités 

importantes d’As (Srivastava et al., 2011). 

Selon Bebianno et al. (2009), la toxicité métallique induit la libération des espèces 

réactives d’oxygène tel que le peroxyde d’hydrogène, qui peut être un précurseur de radicaux 

libre, ces ROS peuvent endommager les molécules biologiques conduisant à des effets 

secondaires capables d’altérer l’état physiologique du microorganisme. 

En effet, la toxicité des métaux lourds affecte la morphologie, le métabolisme et la 

croissance des microorganismes en modifiant la structure des acides nucléiques, en perturbant 

les fonctions des membranes cellulaires, en inhibant les activités enzymatiques et la 
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phosphorylation oxydative, en provoquant la peroxydation des lipides, l'altération de 

l'équilibre osmotique et la dénaturation des protéines (Chibuike et al., 2014 ; Xie et al., 2016). 

 

Figure 09 : contenu en MDA chez A. niger. 

Selon la littérature scientifique, la présence des ROS dans les cellules, entraîne une 

peroxydation des acides gras polyinsaturés dont le produit fini est le malondialdéhyde (MDA) 

considéré le produit le plus mutagénique de la peroxydation lipidique. Qui est, selon Shelley 

(2019) un indicateur fiable de la formation des radicaux libres d’où son utilisation comme un 

biomarqueur de toxicité chez certains organismes vivants (Tsikas, 2017). 

Les résultats obtenus montrent que la teneur en MDA a augmenté progressivement 

avec l’augmentation des traitements en arsenate de 25 à 100 mg/l (figure 09), cette 

augmentation peut être justifiée que les enzymes antioxydantes induites peuvent ne pas être en 

mesure d’éliminer complètement les ROS rapidement, ce qui conduit à une peroxydation des 

acides gras poly-insaturés et par conséquent des dommages membranaires de la souche test 

(Teng et al., 2017).   

Ces résultats sont conformes aux travaux de El sayed et al. (2020) rapportant des 

concentrations importantes en MDA et en H2O2 ont été enregistrées lors du traitement des 

souches de Fusarium solani par des concentrations croissantes d’ion Argent. D’autre part 

Hassan et al. (2020) ont montré que la production du malonadialdéhyde (MDA) se fait à 
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l’intérieur des hyphes fongiques, et que le MDA a un  effet sur la détoxification du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). 

La peroxydation lipidique entraîne généralement selon Shahid et al. (2014) une 

augmentation des fuites membranaires des substances qui ne traversent pas normalement les 

membranes, sauf via les canaux spécifiques, une diminution de la fluidité membranaire, ce qui 

facilite l'échange des phospholipides entre les deux bicouches, des dommages aux protéines 

membranaires qui inactivent les récepteurs, les enzymes et les canaux ioniques. 

La classe principale des antioxydants enzymatiques sont les superoxydes dismutases 

(SOD) qui présentent la première barrière de défense antioxydante ; la SOD catalyse la 

conversion de O
2•-

en H2O2 qui peut ensuite être converti en H2O par la catalase et le 

glutathion (GSH) (Evans et al., 2019).  

 

Figure 10 : activité du superoxyde dismutase (SOD) d’A. niger 

Plusieurs auteurs rapportent que la SOD est corrélée avec les doses métalliques, or, les 

résultats de Mukherjee et al. (2010), révèlent une augmentation maximale de l'activité de la 

SOD à 25 mg/l. puis une diminution progressive de la SOD avec l’augmentation du stress 

d’As (figure 10), cette diminution peut être due à l’accumulation des ROS induits par les 

concentrations élevées d’As dans les cellules d’A. niger; par contre la diminution accrue de 

cette activité à 100mg/l peut être justifié par des troubles de la défense antioxydante dus à 

l'intolérance de la souche test. Des résultats similaires ont étés observés chez des souches de 
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Penicillium traitées par des concentrations croissantes en Zinc, montrant une diminution de 

l’activité de la SOD avec des concentrations de 54 à 72 mM en Zinc (Teng et al., 2017).     

    De même, Hassan et al. (2020) ont signalé que la superoxyde dismutase (SOD) piége des 

espèces réactives de l’oxygène (ROS) générés par les ions de Chrome par des souches 

filamenteuses isolées à partir du sol ; d’autre part ils ont démontré que les indices de tolérance 

sont variantes d’une souche à une autre. 

     Au niveau cellulaire la catalase est une enzyme qui permet la dismutation du peroxyde 

d’hydrogène (eau oxygéné) H2O2 en O2+H2 O, au sein de la cellule, la catalase permet de 

protéger l’organisme de l’action oxydante néfaste du peroxyde d’hydrogène (Chakraborty et 

al., 2012). 

 

Figure 11 : activité de la catalase (CAT) d’A. niger 

 

A travers les résultats fournis par Mukherjee et al. (2010), nous remarquons que l’effet 

toxique de l’arsenate a été mis en évidence par une modulation de la défense antioxydante, 

l’augmentation de l’activité de la CAT a été enregistrée jusqu’à 50 mg/l d’As, et au-delà de 

cette concentration une diminution de la CAT est observée (figure 11), cette dernière est 

provoquée par la biodisponibilité de l’arsenate et son effet altéragène sur le métabolisme de 
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l’oxygène et la production des ROS, la synthèse de ces espèces radicalaires peut être le 

résultat de la métabolisme intracellulaire de  la souche test (Su et al., 2011). 

Ces résultats vont vers le même sens que ceux enregistrés chez Aspergillus foetidus 

par Chakraboty et al. (2014) qui ont noté une augmentation de l’activité de CAT en fonction 

de différentes concentrations en Cadmium avec une activité maximale à 5 mM Cd. 

Plusieurs antioxydants tels que la CAT sont impliqués pour l’élimination des ROS, en 

minimisant l'impact du stress oxydatif chez Aspergillus flavusCR500 ; cette enzyme 

antioxydante confère à ce champignon de tolérer 1200, 1600 et 2000 mg/l de Pb, Ni et As 

respectivement (Kumar et al., 2020). 

La diminution de l’activité de la catalase observée à 75 et 100 mg/l (figure 11), 

signifie que cette activité enzymatique peut être désactivée ou bien inhibée par le stress 

oxydant de très forte intensité.  

Des résultats similaires montrant que la CAT est un antioxydant très sensible, ceci est 

rapporté par une diminution de l’activité CAT de Penicillium sp lorsque la concentration en 

zinc était de 5 mM (Teng et al., 2017), aussi une diminution de l’activité CAT avec une 

augmentation supplémentaire de doses de Cd a été observé chez Aspergillus fœtidus 

(Chakraboty et al., 2014). 

Selon Abrashev et al. (2008) la SOD et la CAT sont considérés comme des enzymes de 

piégeage, qui servent de première ligne de défense contre le stress oxydatif en empêchant 

l'accumulation de ROS.  
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La pollution des sols par les métaux lourds en particulier par l’arsenic présente un 

risque majeur pour tous les organismes vivants dans le sol, notamment les microorganismes. 

Notre travail porte essentiellement sur l’élimination biologique de l’arsenic par Aspergillus 

niger.  

  Les expérimentations réalisées au cours de cette étude portent sur :  

 L'impact de l’arsenic sur la croissance d’Aspergillus niger et son pouvoir cellulaire 

d’élimination d’As. 

 L'effet toxique d’arsenic sur l'activité de la catalase, l’activité de la superoxyde 

dismutase et sur l’indicateur du niveau de stress oxydant (MDA). 

D’après les résultats nous concluons : 

 La toxicité d’arsenic se traduit par une diminution du taux de croissance d'Aspergillus 

niger avec l’augmentation des doses d’As dans le mileu de culture  

 A. niger a montré une capacité d’accumulation d’As dans sa biomasse avec une 

accumulation maximale à 75 mg /L As. 

  L’évaluation du potentiel antioxydant d’A. niger a mis en évidence que les niveaux 

élevés en As dans le milieu, induisent une génération de ROS, ce qui stimule la 

synthèse des biomarqueurs antioxydants pour lutter contre ces ROS. 

.  

En perspective, il serait intéressant de : 

- Connaitre l'impact d'autres métaux lourds sur cette souche afin de déterminer son 

éventuelle aptitude à dépolluer les sols pollués par ces mêmes métaux. 

- Étudier la réponse antioxydante par la mesure d’autres biomarqueurs, notamment le 

peroxyde d’hydrogène et l’anion superoxyde.  

- Compléter ce travail par l’étude moléculaire des gènes de résistance. 
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a b s t r a c t

The arsenate tolerance limit in wild-type Aspergillus niger was determined. Because of its high tolerance,

toxic effects of arsenate concentrations ranging from 25 to 100 mg/L were investigated in regard to

growth, intracellular thiols, proline and malondialdehyde (MDA) contents of wild-type A. niger. Cellular

arsenate uptake was analyzed. Activities of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione

reductase (GR) and succinate dehydrogenase (SDH) were assayed. Growth of A. niger increased at

25 mg/L arsenate, and it survived up to 100 mg/L. MDA, intracellular thiol and proline contents

increased up to a certain level. Activities of GR, SOD and CAT declined following a rise at low

concentration(s); SDH activity decreased gradually with increased arsenate stress. Results indicated

that A. niger had high arsenate uptake potential and could tolerate oxidative stress by manipulating its

anti-oxidative defense mechanism, a property that may be exploited for removal of arsenate from

contaminated aqua-environment.

& 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The toxicity of heavy metals to microorganisms has attracted
considerable research attention in recent years, particularly in
view of geogenic mobilization of some toxic metals in the aquifers
resulting in drinking water contamination in many countries. Of
these, arsenic contamination has become a serious problem.
Arsenic (As) is a toxic metalloid widely distributed in the
environment with arsenate and arsenite being predominant
inorganic forms (Cai et al., 2009; Ordonez et al., 2005). The
presence of arsenic in soil and groundwater is a major health
concern in many countries like India, Bangladesh, Thailand,
Argentina, Nepal, Poland, etc. (Chakraborti et al., 2003; Mandal
et al., 1997; Dhar et al., 1997; Mukherjee et al., 2006). Physical
elimination of arsenic from soil and aquatic environments is an
impractical proposition because of: (i) high cost for large-scale
burial of wastes and (ii) lack of suitable remediation methods
(Knudson et al., 2003). However, an alternative form of bioreme-
diation has been attempted with microorganisms like fungi, some

of which showed promising results, being low-cost adsorbants for
heavy metals (Kapoor and Viraraghavan, 1995).

The use of microorganisms in bioleaching of metals has been
extensively studied (Torma, 1988). Aspergillus niger, the fungus
species under current report, has also been found to be very
efficient in bioleaching of several heavy metals (Aung and Ting,
2005; Santhiya and Ting, 2005, 2006) and some hyper-tolerant
strains of Aspergillus sp. have been reported (Canovas et al., 2004).
A. niger B strain, isolated from arsenic-free soil, was found to
volatilize arsenic from liquid medium up to a significant extent
(Urik et al., 2007). A. niger strain, isolated from soil of leather
tanning effluent, has been found to remove chromium very
effectively from liquid medium as well as from soil microcosm
with different concentrations of chromate (Srivastava and Thakur,
2006). Bioremediation process was developed using A. niger to
produce a variety of organic acids for the leaching of heavy metals
from contaminated soils (Wasay et al., 1998; Ren et al., 2009).
Some studies have already been undertaken to understand the
mechanism(s) by which arsenate, the main chemical form of
arsenic encountered under aerobic conditions can get entry into
the cells of the fungus (Rosen, 1999).

Mechanisms of arsenic toxicity and its natural responses in
living systems are of growing interest today and the aim of which
is to see how arsenate toxicity is counterbalanced by living
systems. One plausible mechanism that is known to be adopted
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for detoxification or hypertolerance is by conjugation with thiol
species as is often found in plants. Arsenic can be chelated by GSH
and phytochelatins through thiolate bonds (Gailer and Lindner,
1998; Schmoger et al., 2000). Saccharomyces cerevisiae tolerates a
certain level of arsenic exposure by the sequestration of As(GS)3 in
vacuoles (Ghosh et al., 1999). GSH overproduction has been
reported in Arabidopsis thaliana that can bring about a moderately
higher arsenic tolerance in this species (Dhankher et al., 2002).
Phytochelatins (PC) are induced in plants by several heavy metals
including arsenic (Rauser, 1995) and used to counteract the toxic
effects of heavy metals (Cobbett, 2000). Pteris vittata has been
shown to possess a phytochelatin-dependent mechanism to be
mainly involved in As tolerance, and phytochelatin-dependent
detoxification seemed to be a supplement (Zhang et al., 2004).
Canovas et al. (2004) showed that soluble thiol species, in
particular GSH, play key role in orchestrating the response of
Aspergillus species P37 to either low or high concentrations of
arsenic. Thiol–arsenic complexes were formed and stored in
vacuoles of Aspergillus species P37 (Canovas et al., 2004).

Arsenic is known to increase oxidative stress in cells (Chou
et al., 2004). Enzymatic as well as non-enzymatic antioxidant
mechanisms are increased by arsenic leading to its detoxification
in hyper-accumulator species (Srivastava et al., 2005; Singh et al.,
2005). In contrast, As-induced oxidative stress in non-hyperaccu-
mulators causes cellular damage by enhancing lipid peroxidation,
H2O2 accumulation and up-regulates several scavenging enzymes
(Hartley-Whitaker et al., 2001; Mascher et al., 2002). Mylona et al.
(1998) showed that arsenic in low concentrations increased the
activity of catalase and superoxide dismutase in maize embryos,
the modulation being at the transcriptional level. Higher activity
of oxidative enzymes in correspondence with arsenic accumula-
tion was observed in P. vittata (Srivastava et al., 2005). In P. vittata,
enzymatic antioxidants like SOD, catalase and peroxidases were
reported to increase in response to increasing arsenic in soil (Cao
et al., 2003).

Arsenic has been shown to induce severe lipid peroxidation in
bean (Stoeva et al., 2005), Pteris species (Srivastava et al., 2005;
Singh et al., 2005), mung bean roots (Singh et al., 2007) and rice
seedlings (Shri et al., 2008). Lipid peroxidation and SOD activities
were found to be correlated with increasing arsenate concentra-
tion in Holcus lanatus L. (Hartley-Whitaker et al., 2001). Increase in
MDA level indicates membrane damage due to peroxidation of
poly-unsaturated fatty acids resulting in ROS generation and
oxidative stress (Montillet et al., 2005).

Todorova et al. (2008) showed cadmium (II) stress-induced
reactive oxygen species generation in A. niger B77 and tolerance of
the strain being highly correlated to the efficiency of its anti-
oxidative defense system.

Thus, any living organism that can withstand high concentra-
tions of arsenic and has intrinsic mechanism to tolerate the
toxicity or oxidative stress originating from the exposure may be a
suitable candidate for bioremediation. However, admittedly, along
with these the suitability of a species in bioremediation processes
would further depend on many other factors, like bioaccumula-
tion and biotransformation capability, facility to find and
manipulate organisms, possibility to operate both in field and
laboratory condition, possibility to test wide battery of biological,
biochemical and chemical parameters, capability of the organisms
to adapt to adverse conditions, etc.

Production of proline is one of the mechanisms by which many
plants and algae reduce heavy metal toxicity (Delauney and
Verma, 1993; Schat et al., 1997; Shah and Dubey, 1998; Mehta and
Gaur, 1999; Verma, 1999). Proline accumulation in stressed plant
causes reduced damage to membranes and proteins (Alia et al.,
1997; Shah and Dubey, 1998; Verma, 1999). Up-regulation of
proline is often found in several plants and other organisms under

heavy metal stress (Alia and Saradhi, 1991; Wu et al., 1995, 1998)
and may point to the occurrence of a scavenging mechanism as a
metal chelator (Farago and Mullen, 1979). However, several
mechanisms have been proposed for proline-mediated reduction
of heavy metal stress. Free proline may act as an osmoprotectant
(Paleg et al., 1984; Delauney and Verma, 1993; Taylor, 1996) and a
protein stabilizer (Kuznetsov and Shevyakova, 1997; Shah and
Dubey, 1998). Proline may reduce the hazardous effects of ROS
generation by acting as an inhibitor of lipid peroxidation (Mehta
and Gaur, 1999), a hydroxyl radical scavenger (Smirnoff and
Cumbes, 1989) and a singlet oxygen scavenger (Alia et al., 2001).

Responses of several plants and fungi to arsenic have been
extensively studied but much less work was done on effect of
arsenic toxicity on Aspergillus species. Several microorganisms,
including Aspergillus, have been shown to remove toxic metals
from solution (Kapoor and Viraraghavan, 1997; Kapoor et al.,
1999). To select a particular species for bioremediation of toxic
metals, it is very important to identify the effects of those metals
on that particular species and cellular responses elicited by that
species to counteract such toxic environment and thus under-
standing mechanisms involved in tolerance or detoxification of
toxic metal stress.

Experiments on bio-volatilization of arsenic have been carried
out with Penicillium sp. strain with 10 mg/L arsenic in liquid
growth medium (Vosoottiviseth and Panviroj, 2001). Scopular-

iopsis brevicaulis could bio-volatilize arsenic from culture media
having 5–300 mg/L arsenic (Pearce et al., 1998). Aspergillus species
and several other microorganisms have been shown to grow in
liquid medium with 20 mg/L arsenate (Urik et al., 2007). There-
fore, there exist some naturally occurring species of microorgan-
isms, which can tolerate much higher concentrations of arsenic,
and Aspergillus is one among them (Canovas et al., 2003; Buckova
et al., 2005, 2007).

Therefore, this study was undertaken primarily to examine the
arsenate tolerance limit of A. niger wild-type and arsenate
biosorption capacity of the strain; further, the responses evoked
to counter arsenate toxicity by suitable alterations of certain
enzymes and several biomolecules were analyzed to understand
the possible cellular strategy towards tolerance of arsenate-
induced toxicity and thereby to evaluate the possibility of
application of the test strain for bioremediation of arsenic from
arsenic-contaminated aqua-environment.

2. Materials and methods

2.1. Microorganism and culture media

Wild-type A. niger strain was kept and cultured in CD medium that contained

(per liter): NaNO3 (2.0 g), MgSO4 (0.5 g), KCl (0.5 g), FeSO4 (0.01 g), ZnSO4 (0.01 g),

glucose (40.0 g). KH2PO4 was used as phosphate source. The pH of the medium was

adjusted to 6.4 with 0.2 M NaOH solution before autoclaving. The medium was

solidified with 2% agar as solid CD medium (CDA). Streptomycin was added to the

medium for arresting bacterial growth. All plates were allowed to incubate at 30 1C

in an incubator for 72 h for the fungal growth. The best-grown fungal colony was

preserved in CDA slant. Slant cultures were routinely sub-cultured every 1 month

prior to experimental use on the same medium; 8-d-old spore suspension was

used as inoculum.

This strain of A. niger is being maintained in the laboratory of the Department

of Biochemistry and Biophysics, University of Kalyani.

2.2. Preparation of fungal biomass

A. niger was grown by the shake flask method in aerobic condition. Liquid CD

broth was used for growth of fungus and pH of the medium was maintained at 6.4

by suitable addition of 0.2 M NaOH solution. In total 100 mL of CD medium was

transferred into a series of 500 mL conical flasks; the flasks were cotton plugged

and autoclaved. After cooling down the CD medium to room temperature, equal

amount of Streptomycin was added to both experimental and control flasks. The
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conical flasks were inoculated with A. niger spores and shaken at 175 rpm at 32 1C

in an orbital shaker. For metal biosorption and other enzymatic and biomolecular

studies, four different concentrations of As (V), namely, 25, 50, 75 and 100 mg/L,

were added separately to growth media. Biomass was harvested after 96 h growth

period, filtered and washed with de-ionized water. Biomass was kept at �20 1C

until used.

2.3. Microscopic studies of the fungus

Lactophenol–cotton blue staining technique was followed to stain the freshly

grown mycelia and the morphology of the fungal strain was examined under phase

contrast microscope.

2.4. Sample preparation for arsenic analysis

The arsenic standards were prepared by proper dilutions of stock solution of

arsenic 1000 mg/L (MERCK, Germany).

Decomposition of samples: 0.2 g dry mass of mycelia and 2 mL of spent media

were acidified with 5 mL concentrated sulfuric acid and heated to 160 1C for 2 h to

obtain a minimum volume (0.2 mL) and this was made up to 10 mL with de-

ionized water.

2.5. Arsenic analysis

Arsenic was analyzed using PerkinElmer AAnalyst 200 atomic absorption

spectrometer equipped with mercury/hydride15 and a quartz tube atomizer. Argon

gas (ultrahigh purity 99.995%) was used to sheath the atomizer and to purge

internally. Arsenic hallow cathode lamp (PerkinElmer, USA) was used at a

wavelength of 193.7 nm with a slit width of 0.7 nm.

Pre-reduction of samples for arsenic analysis is a very important step to

convert arsenic to As (III) form in the sample solution. Pre-reduction was done

according to the method described by Cernansky et al. (2007). A 5 mL aliquot of

decomposed sample solution and standards was transferred to 50 mL volumetric

flask. 20 mL double-distilled water, 5 mL concentrated HCl and 2 mL of 20% (w/v)

KI solution were added. After 15 min, 2 mL of 10% (w/v) ascorbic acid solution was

added and left for 1 h.

2.6. Measurement of absorbed arsenic by fungal biomass

Mycelia were washed thrice with de-ionized water to remove unbound

arsenate; water was removed by squeezing the mycelia and they were kept at

45 1C for 2 h. 0.2 g of dried mycelia were taken and dissolved in concentrated

sulfuric acid and prepared for arsenic analysis as mentioned above.

2.7. Intracellular arsenate uptake

0.2 g mycelia were ground using mortar and pestle with 0.6 g of alumina and

extracted with 4 mL of 50 mM phosphate buffer (pH 7.0). The homogenate was

centrifuged at 1000g for 10 min at room temperature to discard the cell debris. The

supernatant was collected and prepared for measurement of intracellular arsenic

content by AAS.

2.8. Assay of total thiol (–SH) content

For total thiol assay, a modified (Ellman, 1959) method was followed. 0.2 g of

fungal mycelia (grown at different metal concentrations) for each sample was

taken and ground using a cold mortar and pestle with 0.6 g of alumina and

extracted with 4 mL of 50 mM ice-cold phosphate buffer (pH 7.0) with and without

50 mM EDTA. The homogenate was centrifuged at 2000g for 20 min at 4 1C and the

supernatant was collected. Three milliliters of the supernatant was mixed with

2 mL phosphate buffer (pH 7.0) and 5 mL distilled water and they were mixed well

to get a 10 mL reaction mixture. Twenty microliters of 0.01 M DTNB solution was

added to 3 mL of the reaction mixture, shaken well and absorbance was recorded

at 412 nm. Thiol content was calculated using extinction coefficient 13,600 M�1

cm�1 for DTNB at 412 nm.

2.9. Assay of toxicity biomarkers

2.9.1. Assay of catalase activity

0.5 g fresh mycelia was freeze-dried with liquid nitrogen and ground with an

ice-cold mortar and pestle using 1 g alumina in 8 mL of 50 mM ice-cold phosphate

buffer (pH 7.0) containing 1% polyvinylpyrrolidone in an ice bath. The homogenate

was centrifuged at 15,000g for 20 min at 4 1C. The supernatant was used for assay

of enzyme activity and the level of lipid peroxidation. Catalase activity was

measured using the method of Chance and Maehly (1955). The reaction solution

(3 mL) contained 50 mM phosphate buffer (pH 7.0), 15 mM H2O2, and 0.1 mL of

enzyme extract. Reaction was initiated by adding the enzyme extract. Because of

the linear decline of absorbance at 240 nm within the first 3 min, changes of the

absorbance were read every minute. One unit CAT activity was defined as the

absorbance change of 0.01 units per min. CAT activity was expressed on a protein

basis.

2.9.2. Lipid peroxidation assay

Lipid peroxidation is considered as an indicator of oxidative stress. The content

of malondialdehyde (MDA), a final product of lipid peroxidation, was determined

using the method described by Dhindsa et al. (1981). A 0.5 mL aliquot of extract

was added to 1 mL of 20% (v/v) trichloroacetic acid and 0.5% (v/v) thiobarbituric

acid. The mixture was heated in a water bath at 95 1C for 30 min. After cooled to

room temperature and centrifuged at 10,000g for 10 min, the supernatant was read

for absorbance at 532 and 600 nm. The absorbance for nonspecific absorption at

600 nm was subtracted from the value at 532 nm. The amount of MDA (red

pigment) was calculated using the adjusted absorbance and the extinction

coefficient 155 mM�1 cm�1 (Heath and Packer, 1968).

2.9.3. Assay of superoxide dismutase and glutathione reductase activity

SOD activity was measured according to the method of Nishikimi et al. (1972)

with slight modifications. The reaction mixture contained 0.2 mL 320 mM NBT,

0.2 mL 10 mM phenazine methosulfate, 2.0 mL 0.16 M pyrophosphate buffer (pH

9.2) and 0.02 mL enzyme extract. Enzyme extraction procedure was the same as

mentioned for CAT activity determination. An enzyme blank was made with same

amount of reagents. Reaction was started simultaneously in both sets by the

addition of 0.2 mL 160 mM NADH and changes in absorbance at 560 nm were

followed. After 90 s, 1 mL glacial acetic acid was added to each reaction tube from a

different set with the same reaction conditions mentioned above and absorbance

was read at 560 nm. The tubes for enzyme blank were then added with 0.2 mL of

enzyme source and absorbance was read at 560 nm. One unit of SOD activity

was defined as the amount of enzyme required to inhibit the reduction rate of NBT

by 50%.

Glutathione reductase enzyme activity was determined spectrophotometri-

cally at 25 1C, according to the method of Carlberg and Mannervik (1985). Enzyme

extraction procedure was the same as mentioned for CAT activity determination.

The assay system contained 500 mM potassium phosphate buffer (pH 7.3),

including 1 mM EDTA, 1 mM GSSG and 4 mM NADPH solution. One enzyme unit

is defined as the oxidation of 1 mmol NADPH per min under the assay condition.

2.9.4. Assay of succinate dehydrogenase activity

0.5 g fresh mycelia were freeze-dried with liquid nitrogen and ground with an

ice-cold mortar and pestle using 1 g alumina and extracted with 0.5 M mannitol

buffer containing 4 mM EDTA (pH 7.0). The homogenate was centrifuged at

15,000g for 20 min at 4 1C. The supernatant was used for assay of enzyme activity.

Succinate dehydrogenase activity was measured by the method of Slater and

Bonner (1952) in which the rate of reduction of potassium ferricyanide to

potassium ferrocyanide by succinate was measured in the assay medium

containing phosphate buffer (pH 7.6), 0.01 (M) potassium cyanide, 0.001 (M)

potassium ferricyanide and 0.02 (M) sodium succinate in the final reaction mixture

of 2.9 mL. One hundred microliters of supernatant was added to it and changes in

absorbance at 420 nm were recorded at 15 s interval for 3 min. SDH activity was

expressed as micromoles of potassium ferricyanide reduced/min/mg protein.

2.9.5. Proline assay

Proline assay was done by the method of Chinard (1952). 0.2 g fresh mycelia

was ground with an ice-cold mortar and pestle using 0.4 g alumina and extracted

with 4 mL of 3% sulfosalicylic acid. The homogenate was centrifuged at 2000g for

20 min. Two milliliters of the supernatant was pipetted into a 10 mL test tube and

2 mL glacial acetic acid and 2 mL acid-ninhydrin reagent were added to the

supernatant. The tube was stoppered with a glass marble and heated to 100 1C for

45 min and subsequently placed in an ice bath to cool the tubes to room

temperature and 4 mL toluene was added to each tube. The tubes were sealed with

glass stoppers and shaken vigorously for 2 min and allowed to stay for 15 min for

complete phase separation. Upper toluene layer was separated and kept in room

temperature for 10 min and the red color intensity was read at 520 nm against

toluene blank. The proline concentration was determined from a standard curve

and calculated on a fresh weight basis (mM proline/gFW).

2.10. Protein measurement

The method of Lowry et al. (1951) was used to measure protein content in the

above experiments.
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2.11. Statistical analysis

Each experiment was repeated three times. Statistical analysis was done by

one-way ANOVA followed by post-hoc multiple comparisons by Tukey method

using spss 10. The difference was considered as significant when po0.05 and data

have been provided as Supplementary material (Table 1).

3. Results

3.1. Growth of fungus

The effect of the added arsenate on the growth of A. niger was
determined by measuring the dry weight of mycelia. Growth of
the variants treated with arsenate during cultivation was
compared with growth of the control strain (growth of the strain
without arsenate in CD broth) in liquid medium. There was an
initial increase in growth of fungal biomass after 96 h with the
addition of 25 mg/L arsenate followed by decrease with addition
of more arsenate, 50, 75 and 100 mg/L, respectively. The growth
became severely reduced at 100 mg/L (Fig. 1a), while at 106 mg/L
there was no growth at all.

In solid medium, however, there was a little increase in
mycelial diameter till 72 h at 25 mg/L arsenate concentration after
which the growth was steadily decreased at all subsequent
fixation intervals till 192 h for all treatments with arsenate. A
uniform trend of decrease was noted in mycelial diameter with
addition of more amount of arsenate bringing more amount of
reduction in growth of mycelia. Microscopic studies revealed
deformities in mycelial sporangiophore, which showed lesser

number of spores (Fig. 1b–c), along with the increase in arsenic
concentration in the medium.

3.2. Arsenic content in total biomass

Arsenate accumulation by A. niger mycelia was investigated as
a function of initial arsenate concentration in CD broth. The total
arsenic content in fungal biomass was measured as an indicator of
arsenate absorption as well as adsorption by fungal biomass
produced in presence of arsenate. Results showed that As content
in total biomass increased with increase in arsenate concentration
and maximum content was determined at 75 mg/L in liquid
growth medium after which it was appreciably decreased in
mycelia grown at 100 mg/L arsenate concentration (Fig. 2). The
control group was not grown in presence of arsenate, so no arsenic
was found in total biomass of the control group.

3.3. Intracellular arsenate uptake

The results for intracellular arsenic uptake were quite
consistent with the findings of arsenic content in total fungal
biomass. Intracellular As content gradually increased with the
addition of more amount of arsenate in the growth medium and
maximum uptake was determined at 75 mg/L. Least arsenate
uptake was found at 100 mg/L arsenate concentration. Therefore
from these data it appears that the intracellular uptake of arsenic
was maximum at 75 mg/L (Fig. 3). The control group was not
grown in presence of arsenate; arsenic was not found within the
cells of the control group.

Fig. 1. (a–c) Dry weight of A. niger mycelia grown in liquid CD medium without (control) and with different arsenate concentration for 96 h (a); sporangiophore of A niger

grown in solid CD medium without arsenate (b); with 25 mg/L arsenate (c).
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3.4. Arsenate content in spent medium

The arsenate content in spent medium was taken as a measure
of inability of the fungal biomass to absorb or adsorb arsenate
from the liquid growth medium. Results showed that the fungal
biomass could uptake almost all arsenate content from the growth
medium at 25 and 50 mg/L arsenate concentrations. However, at
both 75 and 100 mg/L arsenate treatment groups (Fig. 4), high
content of arsenate was found in the spent medium. Although
intracellular arsenate uptake was maximum at 75 mg/L arsenate
concentration, large amount of arsenate was found to be present
in spent medium. This may be due to less amount of biomass
formation at this arsenate concentration compared with biomass
formed at 25 and 50 mg/L. Least biomass formation at 100 mg/L
arsenate concentration also could be the reason for high arsenate
content found in spent medium of 100 mg/L arsenate treatment.
Arsenate was absent in spent medium of the control group
growth.

3.5. Thiol leakage

There was significant increase in thiol leakage by the fungal
biomass grown at 75 and 100 mg/L arsenate concentration after
an initial decrease till 50 mg/L treatment (Fig. 5) in both cases
where EDTA has and has not been used in the extraction buffer.
The values for thiol content were slightly higher when EDTA was
used in extraction buffer due to the fact that EDTA can chelate As
thus freeing the thiol groups for reaction with DTNB. When EDTA
is not used, some thiol groups may be complexed with arsenic and
cannot react with DTNB and hence lesser values are obtained for
thiol contents. Increase in thiol leakage may be a part of efflux
pumping of arsenic, by coupling with thiols, from fungal cells.

Fig. 2. Arsenic content absorbed by A. niger mycelia grown in CD broth with

different arsenate concentration. Data were found to be significant at Po0.05.

Fig. 3. Intracellular arsenate uptake by A. niger. Data were found to be significant

at Po0.05.

Fig. 4. Arsenate content in spent media after growth of A. niger for 96 h. Data were

found to be significant at Po0.05.

Fig. 5. Thiol leakage in spent media By A. niger mycelia. Light shaded and deep

shaded bars represent thiol content without and with EDTA in the extraction

buffer, respectively. Data were found to be significant at Po0.05.
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3.6. Intracellular thiol content

The intracellular thiol content gradually increased with
increased arsenate stress and was found to be maximum at
75 mg/L arsenate treatment after which it was reduced. In groups
treated with EDTA in extraction buffer, the intracellular thiol
content was found to be greater as compared with those where
there was no EDTA in extraction buffer (Fig. 6). Increase in
intracellular thiol content up to a certain arsenate concentration
may indicate the role of thiols in tolerance or detoxification of
arsenate by the strain. Higher values for thiol content were
obtained when EDTA was used and these results were in
accordance with the hypothesis that some of the thiol groups
may form complex with arsenic as a part of tolerance or
detoxification mechanism. Decrease in intracellular thiol content
of the strain at 100 mg/L arsenate may indicate inability of the
strain to tolerate such a drastic situation and disturbances
induced by high arsenate concentration in cellular tolerance/
detoxification mechanism.

3.7. Assay of catalase activity and extent of lipid peroxidation

The CAT activity initially increased upon metal treatment in
concentrations up to 50 mg/L suggesting the fact that arsenate
treatment induced anti-oxidative response in the test strain.
Decrease in CAT activity was noticed with further increase in
arsenate dose and very low activity was found at 100 mg/L
arsenate concentration showing almost 3.2-fold decrease in
enzyme activity (Fig. 7) suggesting that ROS generated at these
arsenate doses provoked the inhibition of CAT activity.

MDA content of a cell is a reliable indicator of free radical
formation. A more or less linear increase of MDA contents was
found in response to increasing concentrations of arsenate (Fig. 8).
After 96 h growth of the fungus, the MDA content increased by
201% at 25 mg/L with respect to control followed by a plateau
region up to 75 mg/L. MDA content was then found to increase
quite appreciably (by 292%) at 100 mg/L arsenate treatment. The
gradual increase in MDA content indicated increased ROS
generation by increased doses of arsenate and hence membrane
damage by peroxidation of membrane lipids.

3.8. Assay of superoxide dismutase and glutathione reductase

activity

SOD activity was found to be maximum at 25 mg/L arsenate
concentration and the increase was almost 9.3 fold in comparison
to control. A gradual decrease was followed thereafter; however,
this apparent decrease in enzyme activity was still greater than
that of control by 6.8, 4.7 and 1.9 fold for 50, 75 and 100 mg/L,
respectively (Fig. 9). The function of SOD is mainly to scavenge
ROS formed in living cells. Higher values of SOD activity at
different arsenate doses in comparison to that of control
suggested that arsenate induced the formation of superoxide
and other ROS.

GR activity sharply increased by almost 2 fold at 25 mg/L with
respect to control indicating higher enzyme activity either in
response to the superoxide anions formed due to arsenate toxicity,

Fig. 6. Change in intracellular thiol content in response to arsenate treatment.

Light shaded and deep shaded bars represent thiol content without and with EDTA

in the extraction buffer, respectively. Data were found to be significant at Po0.05.
Fig. 7. Catalase activity in fungal mycelia grown at different arsenate concentra-

tion. Data were found to be significant at Po0.05.

Fig. 8. Extent of lipid peroxidation induced by arsenate in A. niger.
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or for more synthesis of glutathione to trap intracellular arsenic. A
gradual decrease in enzyme activity was observed along with
increase in arsenate concentration. The GR activity decreased by
almost 2.6 times at 100 mg/L arsenate in comparison to control
(Fig. 10). This decrease in enzyme activity is indicative of drastic
stress of higher arsenate concentration on the test strain.

3.9. Assay of succinate dehydrogenase activity

SDH activity was found to be maximum for control. A gradual
and consistent decrease in activity was noted with increase in
arsenate concentration in the growth medium with minimum
activity of the enzyme (decreased by 2.13 fold) at 100 mg/L
arsenate (Fig. 11).

3.10. Proline assay

Proline accumulated in every fungal growth at different
arsenate concentrations up to 75 mg/L. After 96 h growth, the
proline content increased by 182%, 253% and 290%, respectively, at
25, 50 and 75 mg/L with respect to control. Increase in proline
content may be a part of protective mechanism of the test strain
as proline acts as a scavenger of hydroxyl radicals formed by
arsenate toxicity inside the cell. However, decrease in proline
content at 100 mg/L arsenate concentration indicated disturbance
in cellular detoxification mechanism showing once again that this
concentration of arsenate is very drastic for the test strain to cope
up (Fig. 12).

Fig. 9. Superoxide dismutase activity in fungal mycelia grown at different arsenate

concentration. Data were found to be significant at Po0.05.

Fig. 10. Glutathione reductase activity in fungal mycelia grown at different

arsenate concentration. Data were found to be significant at Po0.05.

Fig. 11. Succinate dehydrogenase activity in fungal mycelia grown at different

arsenate concentration. Data were found to be significant at Po0.05.

Fig. 12. Change in proline content in A. niger mycelia grown at different arsenate

concentration. Data were found to be significant at Po0.05.
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4. Discussion

From the data of the present study it would appear that growth
of A. niger apparently was slightly stimulated with the addition of
25 mg/L arsenate, the lowest dose used in the present study. This
result is similar to those obtained for growth of A. nidulans in
presence of cadmium (Cooley et al., 1986; Guelfi et al., 2003).
Similarly, it is possible that low concentrations of arsenate
stimulated growth by forming complexes with constituents of
the culture medium, which could allow essential trace elements
to become available to the fungus. Alternatively, arsenate may
provoke an Arndt–Schultz effect on the test strain. This results in
the accumulation of toxins in non-lethal concentrations at the cell
surface to cause alteration in the cellular permeability. This in
turn leads to a more free flow of nutrients within the cells and
thus metabolic activity increases (Lamanna et al., 1973; Babich
and Stotzky, 1980; Ahonen-Jonnarth et al., 2004). With increase in
arsenate treatment, there was not only more arsenic content
found in the spent medium particularly at 75 and 100 mg/L but
also an appreciable increase in thiol leakage. This would indicate
that there was considerable effort made by the fungus to get rid of
excess toxicity by mobilizing thiols to trap arsenic and remove it
outside the cell.

In our present study, thiol leakage was not found to be
significant up to 50 mg/L arsenate concentration, the reason for
which was unclear. One explanation could be that the test strain
was less disturbed with arsenate toxicity up to 50 mg/L arsenate
concentration for its inherent greater tolerance.

One strain of Aspergillus sp. P37 isolated from Rio Tinto
(Canovas et al., 2004) was reported earlier to be highly resistant
to arsenate, where the role of a thiol species (reduced glutathione,
GSH) was emphasized for its hypertolerance (Canovas et al.,
2004). This contention was made because free thiols or
glutathione can bind to a variety of substrates that are thus
inactivated and, in some cases, channeled towards specific
detoxification mechanisms (Pompella et al., 2003). Fungi have
evolved various strategies for resistance to arsenic and other
heavy metals (Rosen, 1999; Ghosh et al., 1999). Like in A. niger,
another fungus S. cerevisiae is also reported to have the ability to
tolerate a certain level of arsenic exposure (Canovas et al., 2004).

In the present study, there was an increase in the accumulation
of GSH when arsenic was treated in greater concentration. Such an
accumulation could contribute to arsenate detoxification in
different ways (Rosen, 2002) such as

(i) GSH can serve as the electron donor in enzyme-catalyzed
arsenate reduction and arsenate reduction is a prerequisite for
arsenic efflux from cells.

(ii) GSH can bind arsenite to form As(GS)3, which allows
sequestration in vacuoles mediated by ATP-binding cassette-type
glutathione transporters.

In the present study, when a chelating agent EDTA was used in
the extraction buffer, arsenic was chelated making more thiols
free to react with thiol-specific reagent DTNB and resulting in an
increase of thiol content as compared to when there was no
addition of EDTA in the extraction buffer. This would indicate that
conjugation of thiols and arsenate forms a thiol–arsenate
complex, which may have a role in detoxification as previously
seen for several other species (Gailer and Lindner, 1998; Schmoger
et al., 2000; Ghosh et al., 1999). More amount of thiol leakage was
obtained in the spent medium when the chelator had been used in
the extraction buffer in comparison to when it was not used. This
could possibly be due to the presence of thiol–arsenic compounds
in the spent medium.

From results of growth of mycelia in solid medium and
microscopic analysis, it was revealed that sporulation specificity
was being gradually decreased along with increase in arsenate

concentration, but at 25 mg/L concentration, it was not affected
much.

From the results of the present study, it is evident that the dose
response evoked differential levels of activities in respect of the
different biomarkers, while the peak activity of catalase was found
to be at 50 mg/L, it was 25 mg/L for GR, SOD and SDH. Except for
SDH activity, the activities of all other enzymes were triggered for
enhancement apparently to combat the cellular toxicity.

The use of lipid peroxidation as molecular marker of toxicity in
cellular environment has been made in a variety of living
organisms (Zhang et al., 2007; Pathak et al., 2006; Biswas et al.,
2008) including in yeast (Howlett and Avery, 1997). Increased
levels of MDA have also been reported in bean plants (Stoeva et al.,
2005) and hyper-accumulator as well as sensitive ferns (Srivastava
et al., 2005) exposed to arsenic. However, heavy metal-induced
lipid peroxidation study in fungus is rather scanty. In the present
study, the LPO was increased steadily at the increase of arsenate
doses and this increase is an indicator of arsenic-induced
oxidative damage. Very high values of MDA are indicative of
impairment of cell defense system due to high doses of arsenate
(75 and 100 mg/L arsenate).

Catalases are known to be involved as one of the mechanisms
that protect cells against the damage caused by H2O2 and reactive
oxygen species (ROS) to cellular components including nucleic acids,
lipids and proteins (Imlay and Linn, 1988). Production of catalase as a
stress response can involve pollutant stress (arsenate in the present
study) and tolerance of microorganisms to other environmental
stresses that also induce CAT production in A. niger (Fiedurek, 2000;
Scandalios, 2002). Induction of CAT activity with arsenic exposure
has been reported previously in arsenic hyper-accumulator and
sensitive fern species (Srivastava et al., 2005). Increased CAT activity
was found in maize due to arsenic stress (Mylona et al., 1998).
Buckova et al. (2005) also reported earlier an increase in CAT activity
in A. niger as a result of arsenate stress. The increase in CAT activity
at 25 and 50 mg/L arsenate treatment would indicate that there is an
effort on part of the fungus to neutralize or minimize the hazardous
effect of ROS generated by arsenate.

Similarly GR is also known to be involved in detoxification of
hydrogen peroxide in the chloroplast and mitochondria (Foyer and
Halliwell, 1976). GR maintains a high ratio of reduced glutathione
(GSH) to oxidized glutathione (GSSG), as the latter is toxic to cells
and this role of GR has been demonstrated by analyzing fungal
mutants lacking this enzyme (Grant et al., 1998; Jamieson, 1998;
Guelfi et al., 2003) Increase in CAT activity along with GR has been
reported in the moss shoot by these authors and believed to
reflect a constant detoxification of hydrogen peroxide. On the
other hand, CAT and GR activities have been reported to be
inhibited in the moss Taxithelium nepalense Broth and in Oryza

sativa roots in response to toxicities generated by various heavy
metals including arsenic (Panda, 2003; Choudhury and Panda,
2004). GR activity increased significantly for our test strain grown
at 25 mg/L arsenate after 96 h.

SOD is an important enzyme involved in scavenging the
superoxide radicals (Panda, 2002). Increase in SOD activity has
been reported earlier in the moss T. nepalense in response to lead,
zinc, copper and arsenic toxicity. Therefore increase in SOD
activity at 25 mg/L arsenate concentration may indicate detox-
ification of superoxide radicals generated by arsenate treatment in
the test strain. Decrease in SOD activity with further increase in
arsenate stress may be due to reduction of SOD activity at higher
arsenate concentrations within the cells as intracellular arsenic
content increased up to 75 mg/L arsenate treatment. However,
further decrease in SOD activity at 100 mg/L arsenate treatment
may be indicative of disturbances in anti-oxidative defense due to
intolerance of the test strain at such a high arsenate concentration
as revealed from the activities of CAT and GR also.
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Proline is one proteinogenic amino acid that subserves a
variety of cellular functions. It can function as an osmolyte radical
scavenger, electron sink, stabilizer of macromolecules and a cell
wall component (Matysik et al., 2002). In high metal-tolerant
populations, proline is found to be constitutively in high contents.
This tempts one to assume a function for proline in increased
metal tolerance (Sharma and Dietz, 2006; Siripornadulsil et al.,
2002). Consistent with this report, in the present study, there was
a linear increase in proline content up to 75 mg/L of arsenate
treatments in A. niger after which it drastically declined. Proline is
also known to detoxify the ROS under stress (Smirnoff, 1993), but
it appears that the mechanism becomes disorganized after the
arsenate concentration reaches its threshold at 75 mg/L.

Toxic metals generally enter cells and encounter the metabo-
lically active mitochondria to inflict damage resulting in its
diminished ability to produce enzymes like cytochrome c oxidase
and succinate dehydrogenase (Dixit et al., 2002). Therefore, the
gradual and steady decrease of succinate dehydrogenase activity
in the present study along with increase of arsenate dose is
consistent with this hypothesis.

Thus, cells of A. niger are equipped with an elaborate network
of anti-oxidative enzymes, that are involved in scavenging ROS
and other oxidative products generated by arsenate insult.

Bio-volatilization of arsenic has been reported for different
fungal strains like Penicillum sp. (Visoottiviseth and Panviroj,
2001) and S. brevicaulis (Pearce et al., 1998). A. niger B strain was
also found to be one of the most efficient strains to bio-volatilize
arsenic (Urik et al., 2007) at 5–20 mg/L arsenate concentrations.
Iron oxide-coated A. niger biomass has been used in arsenic
removal from aqueous solution by adsorption (Pokhrel and
Viraraghavan, 2006). Neosartorya fischeri biomass, in compact
and in palletized forms, has also been able to absorb arsenate from
aqueous systems with 2.5 mg/L initial arsenate concentration
(Cernansky et al., 2007). Use of adapted A. niger for bioleaching of
toxic metals has previously been reported where it was seen that
unadapted A. niger did not grow possibly due to the toxicity of
heavy metals (Santhiya and Ting, 2006). Hence most strains
generally are (i) either not able to withstand high arsenic
concentration or (ii) should be modified to some extent for
effective arsenic removal. Reports are scanty for availability of
wild-type fungal strains that can grow at a rather high
concentration, biosorb arsenic, can retain it within the cell and
thus contribute to an effective bioremediation process. On the
other hand, adsorption of arsenic by previously grown biomass of
microorganisms may not be a promising step in bioremediation as
there would be huge possibility of the metalloid to get removed
from the surface of biomass.

5. Conclusion

This wild-type strain of A. niger under study was found to show
arsenate tolerance much more than reported for some other
strains of fungus. The strain needed no special modification or
adaptation to be able to thrive even in a medium with 100 mg/L
arsenate, an unusually high concentration for most other living
organisms to survive and showed some inherent mechanisms for
arsenate tolerance. The overall results of this study would render
evidence that this strain of A. niger was able to adsorb arsenate
on its biomass to a considerable extent as revealed from the
data of arsenic content in total biomass and intracellular arsenate
uptake. This fact may give this fungus a promising step
forward for its possible future role as a suitable model of
microorganism for removal of arsenic from high-risk arsenic-
contaminated areas.
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