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Introduction

La redistribution de I’antimoine dans la biosphere est gouvernée par de nombreux
phénomenes tels que les éruptions volcaniques, les embruns et les feux de forét, ainsi des
activités anthropologiques, principalement minieres, contribuent a 1’enrichissement du sol par
ce métalloide (Carlin, 2000; Filella et al., 2002 ) et une accumulation dans la chaine alimentaire ;
ce qui pose des menaces a long terme pour la vie de I'homme, de la faune et de la flore. Par
conséquent, le développement d'une stratégie de remédiation des sols contaminés par

I’antimoine s’avére urgente (Zhao ,2010).

La bioremédiation est une option qui offre la possibilité de détruire ou de rendre moins
toxiques les polluant, en utilisant des activités biologiques naturelles. Les microorganismes
sont utilisés depuis environ un siécle pour le traitement des eaux usées et des composts. Ce
qui est nouveau c’est I'utilisation de ce procédé microbiologique pour nettoyer les sols, les
eaux souterraines, les estuaires etc. Les systéemes sont différents en raison de la nature du

polluant et du milieu ou se déroule la dégradation (Chedly, 2007).

L’exposition des bactéries a des concentrations élevées en métaux lourds a pour
conséquence une surproduction d’espéces réactives oxygénées (ERO ou ROS). Cela induit la
production des enzymes antioxydantes telles que la catalase (CAT), la peroxydase (POD),
I’ascorbate peroxydase (APX) et la superoxyde dismutase (SOD) ainsi que des composés non
enzymatiques tels que la proline ; ceux-ci permettent une adaptation des bactéries aux stress
environnementaux. Malgré la description des mécanismes de résistance contre 1’antimoine
chez les bactéries (Sanders et al., 1997; Meng et al., 2004), le r6le du systéme antioxydant reste

peu connu.

Le présent travail vise a étudier I’impact de I’antimoine sur la teneur en H,0,, la
peroxydation lipidique et le mécanisme antioxydant par la mesure des activités de la CAT et
la SOD chez une bactérie endophyte isolée des racines d’ Hedysarum pallidum au niveau de

laboratoire de microbiologie et environnement.
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Synthése bibliographique

Chapitre 1 : Bactéries endophytes
1. Les bactéries endophytes
1.1. Définition des bactéries endophytes

Les bactéries isolées de l'intérieur des tissus, qui y habitent sans nuire a leur héte sont
appelées endophytes (Azevedo et al., 2000; Petrini et al., 1989). Elles résident dans
I’apoplasme ou le symplasme de la plante. Parmi ces bactéries, de nhombreux genres sont
retrouvés, tels que Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Mycobacterium, Pseudomonas,
Rhizobium, capables de coloniser une grande variété d’espéces végétales (riz, mais, soja,

carotte, bananier...) (Rosenblueth et Martinez Romero, 2006).

En général, les bactéries endophytes proviennent de communautés bactériennes de la
rhizosphére, de la phyllospherel, ou de graines. Outre leur capacité a pénétrer dans les plantes
par des orifices naturels ou par des blessures, les bactéries endophytes utiliseraient activement
des enzymes hydrolytiques, telles la cellulase et la pectinase, pour atteindre l'intérieur des
plantes (Hallmann et al., 1997).

1.2. Intéréts des bactéries endophytes

Certaines bactéries endophytes peuvent participer a la phytostabilisation. Elles
améliorent la croissance et conférent a leurs hotes une meilleure tolérance aux stress
métalliques. Certaines de ces bactéries permettant d’améliorer la croissance de la plante sont
appelées PGPR pour « Plant Growth Promoting Rhizobacteria ». L’effet positif des PGPR sur
la croissance végétale est di a divers mécanismes: production de phytohormones ;
mobilisation d’éléments essentiels (P, N...) ; protection contre les pathogénes par production

d’antibiotiques ou d’antifongiques et diminution de la biodisponibilité des éléments trace
s métalliques (ETM), en réduisant ainsi leur toxicité pour la plante. (Ma et al., 2011).

Par exemple, il a ét¢ montré qu’une bactérie du genre Serratia améliore la croissance et
la tolérance de Lupinus luteus sur un substrat contaminé par 1’arsenic, le cuivre, le plomb ou
le zinc. De plus, les plants inoculés accumulent moins ces éléments dans leurs parties

aériennes ou leurs racines (El Aafi et al., 2012) (Figurel).
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Synthése bibliographique

1.3. Réactivité des bactéries vis a vis des métaux

Les interactions entre les cellules bactériennes et les métaux sont gouvernées par des

mécanismes passifs ou actifs (Chang, 1997; Haferburg et Kothe, 2007).

D’une maniére générale, on considere que les métaux lourds peuvent étre fixés dans la
structure cellulaire et conséquemment biosorbés sur des sites de liaisons. Ceci est indépendant
du métabolisme et est connu sous le terme de biosorption ou «Passive uptake » (Malik, 2004).
Les meétaux peuvent également pénétrer dans les cellules en passant la membrane par
I’intermédiaire du métabolisme. Ce mode est connu sous le terme d’assimilation ou « active
uptake » (Malik, 2004). Ces deux modes d’interaction sont plus généralement regroupés sous

le terme de bioaccumulation (Malik, 2004).

Les bactéries peuvent transformer les métaux par des processus d’oxydation/réduction
ou d’alkylation. Ceux qui modifient la toxicité et la mobilité du métal (Ledin, 2000). De plus,
les bactéries peuvent influencer de maniére indirecte la mobilité des métaux par des
modifications du milieu (dégradation de la matiére organique ou synthese de sulfite) (Jean,

2011). Ces différents mécanismes sont resumés dans la Figure 2.

1.4. Résistance bactérienne vis a vis les aux métaux lourds

Le défi principal de la cellule bactérienne consiste & maintenir une concentration
intracellulaire appropriée en éléments traces essentiels et a exclure en méme temps des
métaux toxiques. Ainsi, ces microorganismes ont développé des systémes de résistance pour
faire face aux stress générés par les métaux toxiques. Ces systémes, qui sont basés sur des
génes chromosomiques, plasmidiques ou encore sur des transposons qui conferent des
résistances a la quasi-totalité des éléments du tableau périodique (silver et misra, 1988; silver,
1998).

Chez les microorganismes, les principaux meécanismes de detoxication des métaux

concernent :
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Figurel: Représentation schématique des différentes interactions plante endophyte-

bactériennes qui ont été étudiées et leurs applications (El Aafi et al., 2012).
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Figure 2 : Schématisation des interactions entre les métaux et les bactéries (adaptée de

Ledin, 2000). S correspond aux groupements réactifs présents sur la paroi bactérienne. Me?*

correspond a un cation métallique. Org correspond a un composé organique.
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1.4.1. L'exclusion du métal toxique par la perméabilité

Il s'agit de systémes non spécifiques qui empéchent I'entrée du métal dans la cellule :
soit par altération de systemes de transport membranaires ; soit par fixation du meétal a la
surface cellulaire par des composants de la membrane externe, de la paroi ou

d'exopolysaccharides (Bruins et al., 2000).
1.4.2. La séquestration intracellulaire ou extracellulaire

L'accumulation intracellulaire s'effectue notamment dans le cytoplasme par des
métallothionéines. Il s'agit de petites protéines riches en cystéines qui fixent des métaux
lourds au niveau des groupements sulfhydryles. Ainsi, elles piegent les métaux a l'intérieur de

la cellule et les rendent inoffensifs (Silver et Phung, 1996).

A l'extérieur d'un microorganisme, les métaux peuvent également étre immobilisés par
complexation ou précipitation. Des sous-produits du métabolisme microbien tels que le H,S
produit par les bactéries sulfato-réductrices ou encore le phosphate produit par Citrobacter
entrainent la précipitation des métaux (Bruins et a|., 2000).

1.4.3. Le transport actif par des systemes d’expulsion

Il implique des protéines membranaires trés spécifiques qui exportent les métaux
toxiques du cytoplasme vers I'extérieur de la cellule. Chez les bactéries deux principaux
systémes de transport actif peuvent étre distingués selon la source d'énergie: les Transporteurs
chimiosmotiques qui utilisent un potentiel membranaire comme source d'énergie et les
ATPase de type P qui servent & maintenir des conditions ioniques convenables par une
translocation active de cations a travers les membranes biologiques (Lutsenko et Kaplan,
1995).
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Chapitre 11: Les éléments traces métalliques
2. Métaux lourds
2.1. Définition des métaux lourds

Un métal est un élément chimique doté d’un éclat particulier, bon conducteur de chaleur
et d’¢lectricité, ayant des caractéristiques de dureté et de malléabilité, se combinant ainsi
aisément avec d’autres éléments pour former des alliages utilisés par ’homme (Miquel,
2001). On appelle métaux lourds les éléments métalliques naturels caractérisés par une masse

volumique supérieure & 5 g/cm® (Miquel, 2001).

La classification des métaux lourds est souvent discutée car certains métaux toxiques ne
sont pas particulierement « lourds » (ex : le zinc), tandis que certains éléments toxiques ne
sont pas des métaux mais des métalloides (ex : 1’arsenic). Pour ces différentes raisons, la
plupart des scientifiques préférent a I’appellation métaux lourds, I’appellation « Eléments

traces Métalliques » (ETM) (Miquel, 2001), on distingue ainsi :

o Les éléments traces essentiels : Ils sont indispensables au déroulement des processus
biologiques mais & de trés faibles quantités, ils deviennent toxiques a des fortes
concentrations comme : le Fer(Fe), le Cuivre(Cu), le Zinc(Zn), le Cobalt(Co), le
Manganése(Mn), le Chrome(Cr), le Molybdene(Mo), le Sélénium(Se), le Nickel(Ni), le
Vanadium(V), le Titane(T1) et I’ Arsenic (As).

o Les éléments traces non essentiels : Ils n’ont aucun réle biologique connu tels que le
Plomb(Pb), le Cadmium(Cd), le Mercure(Hg) et I’Antimoine(Sb) (Chiffoleau et al.,
2001).

2. 2. Origines des éléments traces métalliques

Les métaux lourds sont présents dans tous les compartiments de I’environnement, mais
en général en quantités tres faibles. Leur présence dans les sols peut étre naturelle ou

anthropogénique (Figure 3).
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Figure 3 : Origine des métaux lourds dans le sol (D’aprés Robert et Juste, 1999).
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2.2.1. Origine naturelle

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

I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique (Bourrelier et Berthelin, 1998).

La concentration naturelle de ces métaux lourds dans les sols varie selon la nature

de la roche, sa localisation et son age.
2.2.2. Origine anthropique

Au cours des décennies dernicres, 1’apport de métaux lourds au sol dans le monde s’est
étendu ; les principaux types de pollutions anthropiques sont liés aux activités agricoles et la
pollution industrielle. Le tableau 1 présente quelques exemples de sources industrielles et

agricoles d'ou peuvent provenir les métaux présents dans I'environnement.
2.3. Comportement des éléments trace métalliques dans les sols

Dans le sol, les ETM se répartissent entre les phases liquides et solides du sol. Les ETM
sont souvent présents sous forme de complexes inorganiques (par association avec les sulfites,
carbonates, nitrites ou nitrates, chlorures ou phosphates) ou organiques (par association avec

I’acide citrique, oxalique, fulvique, glutathion ou métallothionéines (Deneux-Mustin et al.,
2003).

Les ETM peuvent également étre présents dans la phase solide du sol. En effet, la
plupart des composés organiques (matiére organique) et minéraux (argiles, oxydes) du sol
possede des charges positives ou négatives qui interviennent dans 1’échange ou 1’adsorption

d’ions (Deneux-Mustin et al., 2003).

2.4. Spéciation et toxicité des ETM

La toxicité d’un métal dépend de sa spéciation (forme chimique) autant que des facteurs
environnementaux (Babich, 1980). En effet, un métal n’est toxique pour les organismes

vivants que s’il est sous forme libre ; il est alors biodisponible (Figure 4).
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Tableau 1: Sources industrielles et agricoles des métaux présents dans lI'environnement
(Biney et al., 1991).

Utilisations

Meétaux

Batteries et autres appareils
électriques

Cd. Hg., Pb, Zn., Mn. Ni,

Pigments et peintures

Ti. Cd. Hg. Pb. Zn. Mn. Sn. Cr, Al. As,
Fe

Cu,

Alliages et soudures

Cd, As. Pb. Zn. Mn. Sn. Ni1. Cu

Biocides (pesticides, herbicides,
conservateurs)

As., Hg, Pb. Cu, Sn. Zn., Mn

Agents de catalyse

Ni, Hg. Pb. Cu, Sn

Verre As. Sn. Mn

Engrais Cd. Hg. Pb. Al. As, Cr. Cu. Mn. Ni. Zn

Matieres plastiques

Cd. Pb
Produits dentaires et cosmetiques Sn. Hg
Textiles Cr. Fe. Al
Ratffineries

Ni, V. Pb. Fe. Mn. Zn

Carburants Ni. Hg. Cu. Fe. Mn. Pb. Cd

(a) Statut du métal
-

Meétal dans
la solution

Metal total

Meétal dans la phase solide

«——0ONS LIBRES—) ¢—— Métal insoluble ———p

(b) Mobilité du métal

L | Métal
Ions :Fmblem?nt i deésorbé '  Tons non disponibles pour
solubles : absorbés | durantla ! les plantes
i | culture

Meétal disponible Métal non dispenible

Figure 4 : Spéciation des ETM dans les sols (D’aprés Shallari, 1997) La taille des
fleches refléte la mobilité des ETM.
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2.5. Mobilité et biodisponibilité des métaux lourds

La biodisponibilité des métaux lourds varie en fonction de plusieurs facteurs du sol(le

pH,le potentiel redox Eh et la matiére organique). (Bourrelier et Berthelin, 1998) (Figure 5).
2.5.1. Influence du pH

Les métaux lourds sont géneralement plus soluble est plus mobiles a pH acide qu'a des
pH élevés. En milieu acide, ils se trouvent sous forme d'ions libres, alors qu'une augmentation
progressive du pH (donc des concentrations en ions hydroxyles) provoque la formation de
complexes métalliques hydroxylés dans 1’ordre suivant (Hahne et Kroontje, 1973).

2.5.2. Influence du potentiel redox Eh

Le potentiel redox (Eh) est une mesure de la disponibilité en électrons dans un milieu.
Des valeurs d’Eh, positives indiquent un environnement oxydant et des valeurs d’Eh
négatives indiquent un environnement reducteur. Le potentiel redox est fonction du pH et

varie d'environ -59 mV par unité de pH (Schmitt et Sticher, 1991).

Le potentiel redox peut modifier directement le degré d'oxydation des métaux lourds.
Comme le transport des cations a travers des membranes biologiques dépend fortement de
leur niveau d'oxydation, la biodisponibilité des métaux est directement influencée par le

potentiel redox du milieu (Sposito, 1983).
2.5.3. Influence des anions

Certains anions, tels que S », CO3> ou PO,> forment des composés insolubles avec les
métaux lourds, toujours en fonction du pH et du Eh du milieu. Inversement, d'autres anions
forment des complexes solubles avec les métaux lourds (CI, NOs, CN’). (Hahnee et
Kroontje, 1973). L’ion métallique libre M peut s’adsorber sur les constituants minéraux
d’un sol. Mais en présence de chlorure, des complexes d’une charge négative provoque une
désorption du métal et une augmentation de leur biodisponibilité (Babich et Stotzki, 1 977
Krenkel, 1 974).
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Figure 5 : Schéma illustrant la mobilité des métaux lourds (Ademe et Apca, 2005).
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2.5.4. Influence des argiles

Les argiles sont constituées de minerais d’aluminosilicates tels que la kaolinite, Iillite,
la montmorillonite, qui sont généralement chargés négativement d’ou les métaux lourds,
peuvent s’adsorber (Morgan et Stumm, 1991). Ainsi, le métal toxique est immobilisé, et se

trouve donc sous forme non disponible (Babich et Strotzki, 1980).

2.5.5. Influence de la matiére organique

Les acides humiques (solubles en milieu alcalin) et les acides fulviques (solubles) sont
des composés chimiquement réactifs, car ils présentent de nombreux groupements
fonctionnels tels que des carboxyles, carbonyle, hydroxyle, amino et le sulfhydryle, ainsi que
des composés aromatiques (Babiche et Stotzki, 1980). Ces groupements fonctionnels peuvent
interagir avec les métaux lourds pour former des complexes ou des chélates qui sont souvent
tres stables et qui sont incapables de traverser des membranes biologiques. (Campbell et al.,
2000 ; Welp et Brtimmer, 1997).

2.6. Impacts des métaux lourds sur les organismes
2.6.1. Toxicité pour I’homme

En général, les humains sont exposés aux ETM par l'ingestion (boisson ou nourriture),
par inhalation (voie respiratoire) ou par voie cutanée (Martin et Griswold, 2009; Qu et al.,
2012). Une exposition permanente a de petites doses de métaux peut déclencher de

nombreuses réactions chez I’étre humain. Dans la plupart des cas, un effet cancérogene des

ETM est relevé (Silvera et Rohan, 2007).
2.6.2. Phytotoxicité

La réponse des plantes a la toxicit¢ d’ETM peut étre représentée par des courbes de
réponse « dose/effet biologique » (Deneux-Mustin et al., 2003). Si 1’élément est essentiel, la
réponse de la plante suivra une courbe « en cloche » dont les trois phases observées seront la

carence, la tolérance puis la toxicité. Et si I’élément n’a pas de fonction physiologique établie,
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seules les deux derniéres phases de la courbe (tolérance et toxicité) sont observées (Figure
6) .

2.6.3. Toxicité pour les microorganismes du sol

En général, les facteurs étudiés pour mesurer I’effet d’une pollution aux ETM sur les
communautes bactériennes sont la mesure de la biomasse, de la respiration (dégagement de
CO2) et des activités enzymatiques intervenant dans les cycles du carbone, du phosphore, du
soufre ou de 1’azote (Deneux-Mustin et al., 2003). Une baisse de la biomasse et de ’activité
enzymatique microbiennes est souvent observée lors d’une contamination du sol par des ETM

(Kandeler et al., 1996 ; Kuperman et Carreiro, 1997 ; Qu et al., 2011).

En revanche, dans certains cas, 1’effet inverse est observé. Ainsi, une étude portant sur
I’impact d’une pollution aux ETM issus de I’épandage des eaux usées industrielles a mis en
évidence une augmentation de la biomasse, de 1’activité et de la diversité fonctionnelle
enzymatiques (Chaerun et al., 2011). Ces différences de comportement des communautés
bactériennes ne sont pas nécessairement liées directement a la contamination par les ETM
mais plutdt a I'influence de ces éléments sur la disponibilité des éléments minéraux essentiels

ou de la matiere organique (Giller et al., 1998).
2.7. Effets cellulaires des ETM

L’effet toxique des ETM  impliquent un blocage de groupes fonctionnels de
biomolécules importantes (Gadd, 1993). La plupart des effets néfastes des ETM pour la
cellule sont indirects et liés a la production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS), a

I’origine d’un stress oxydatif pour la cellule.
2.7.1. Altération des membranes cellulaires

Les ETM peuvent avoir un effet direct sur les membranes cellulaires en modifiant leur
permeéabilité (Valko et al., 2005) et en entrainant souvent ainsi un efflux d’ions et une

dépolarisation de la membrane plasmique (Rodriguez-Serrano et al., 2009 ; Sanz et al., 2009).
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Figure 6 : Courbes de réponses « dose-effet biologique » illustrant les effets des
changements de concentrations phytodisponible en oligoéléments (A) ou en éléments non

essentiels (B) sur la vitalité de la plante (d’aprés Deneux-Mustin et al., 2003).
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2.7.2. Interactions avec les acides nucléiques

Les ETM peuvent également agir en perturbant le fonctionnement de protéines
impliquées dans le métabolisme de PADN. Par exemple, les ions Co®" ou Cd** peuvent se
substituer aux ions Zn?*, notamment présents dans certaines enzymes de réparation de I’ADN
ou certains facteurs de transcription (Bertin et Averbeck, 2006 ; Ortega et al., 2009 ; Koedrith
et Seo, 2011).

2.7.3. Inhibition d’enzymes
Deux mécanismes d’inhibition des enzymes par les ETM sont prédominants :

- la fixation de 1’élément sur les groupements thiols responsables de 1’activité catalytique ou

de I’intégrité des enzymes.

- I'induction d'une carence en métaux nécessaires aux métallo-enzymes et/ou la substitution

d'un élément essentiel nécessaire par 1’élément toxique au niveau du complexe enzymatique

(Bhaduri et Fulekar, 2012).
2.7.4. Génération de stress oxydatif par les EMT

Certains ETM comme le cadmium, le fer, le cuivre, le zinc, le chrome, le cobalt ou le
vanadium vont pouvoir générer, via des réactions de types Fenton ou Haber-Weiss, la
formation de ROS tels que le peroxyde d’hydrogeéne (H,0,), les ions Superoxydes (02°*) et
les radicaux hydroxyles (¢ OH) (Gadd, 1993 ; Leonard et al., 2004 ; Galanis et al., 2009).

La formation de ROS par les ETM peut également étre liée a I’inactivation de certaines
enzymes impliquées dans la résistance au stress oxydatif (Peroxydases, Catalases, Superoxyde
Dismutase) ou par la baisse du pool intracellulaire de molécules antioxydantes comme le
glutathion (Bhaduri et Fulekar, 2012) (Figure 8).
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Figure 8 : mécanismes de toxicité métalliques dans les organismes vivants au niveau

cellulaire (Modifié a partir de Wysocki et Tamas, 2010).
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2.8. L’antimoine (Sb)
2.8.1. Définition de I’antimoine

L’antimoine fut découvert probablement par ’alchimiste allemand Basil Valentine en
1450. Cet élément et ses minerais étaient confondus et les latins les nommaient stibium, d’ou
dérive le symbole Sb (European Union Council Directive, 1998). On le trouve a 1’état naturel

sous forme de minerai, la stibine Sb,S; et sous forme d’oxyde Sb,03 (Valentine ,1450).

L’antimoine est un métalloide argenté, dur et cassant. Il n’est pas attaqué par les acides
et les bases dilués, ne réagit pas avec 1’air sec mais se combine directement avec I’oxygeéne et
les halogenes (Rouxel, 2003). II ne se ternit pas a température ambiante. C’est un mauvais

conducteur de chaleur et d’électricité. Finement dispersé dans I’air (Audion, 2012).

L’antimoine, de symbole chimique Sb, occupe la 51°™ position dans le tableau
périodique et placé dans la quinziéme colonne avec 1’azote, le phosphore, 1’arsenic et le
bismuth (groupe des pnictogénes). Il possede une masse atomique de 121,7mol/g, une densité

de 6.70 (Figure 7).

2.8.2. Origines de I’antimoine
2.8.2.1. Origine naturelle

L’antimoine est le 65éme élément constitutif de 1’écorce terrestre, a raison de 0,2 ppm
en moyenne (Hamilton, 2000). Il se trouve a 1’état natif pur ou mélé a des cristaux mixtes
avec |’arsenic, ou encore sous forme d’oxydes ou de sulfures. Les minéraux principaux sont la

stibine ou antimonite, Sh,S;, et la valentinite, Sh,0s.
2.8.2.2 Origine anthropologique

Les sources anthropologiques d'antimoine sont liées a ces industries ainsi aux activités
minieres et au trafic automobile qui peuvent enrichir le sol par ce métalloide. Les
concentrations typiques des aérosols des zones non influencées par des rejets d’origine
anthropique sont inférieures & 0,1 ng.m-3 et peuvent atteindre plusieurs ng.m™ sous

I’influence de rejets, dans des zones industrialisées (Filella et al., 2002).
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Figure 7 : Tableau périodique : les éléments métalliques sont en bleu, les métalloides
sont des éléments d'orange et non métalliques sont en vert. (http://blogs.4j.lane.edu/tayl

or k/2010/06/01/metalsthis- week-in-science-june-1- june-4/).
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2.8.3. Spéciation de ’antimoine

L’antimoine posséde quatre degrés d’oxydation : - Ill, 0, + Il et +VV (Ulrich N, 2005;
Picot A, Proust N. A paraitre)

e Sb3 ou Sb (-111), espéce chargée négativement (anion antimoniure) & laquelle
on rattache le trihydrure d’antimoine ou stibine (SbH3) un gaz trés toxique dont il
possede les propriétés hémolysantes.

e Sb° ou Sb (0), la forme élémentaire présente un aspect métallique, mais est un
mauvais conducteur de 1’¢électricité, ce qui ’apparente aux non métaux, et le fait
classer comme I’arsenic dans les éléments mixtes.

e Sb*™ ou Sb (I11), forme ionisée correspondant au cation trivalent, posséde des
propriétés réductrices.

e Sb*™ ou Sh (V), forme ionisée la plus oxydée, qui avec le cation trivalent forme

un couple oxydoréduction, [Sb** Sb**], semblable au couple de ’arsenic [As>* As>*].
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Chapitre 3 : Stress oxydatif
3. Stress oxydatif
3.1. Définition de stress oxydatif

Au sein de I’organisme, il existe un équilibre entre d’une part les espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) qui sont présentes a 1’état basal en faible concentration et d’autre part le
systéme anti-oxydant qui contient notamment des enzymes, des vitamines, des oligoéléments,

le glutathion. Cette régulation, appelée équilibre redox et se fait en permanence.

Quand la concentration en ROS est augmentée de fagon constante, et la réponse anti-
oxydant n’est plus suffisante pour la contenir : une perte de I’homéostasie redox apparait
conduisant a 1’apparition d’un déséquilibre avec une production en ROS forte, provoque un

stress oxydant (Figure 9).
3.2. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
électron célibataire (ou non apparié). L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs
est souvent appelé « especes réactives de I'oxygéne » (ERO). (Angelos et al., 2005; Wolin et
al., 2005; Wolin, 1996).

3.3. Origine des especes oxydantes

De nombreuses réactions biochimiques caractéristiques du metabolisme aérobie des
cellules eucaryotes et procaryotes requierent le transfert de quatre électrons vers lI'oxygene

moléculaire (0,) pour former une molécule d'eau (H20).
(1) O, + 4H" +4e —» 2H.0

Dans la plupart des cas ce transfert s'effectue spontanément sans la formation d'aucun
autre intermédiaire réactionnel. Cependant, 1’0, posséde la propriété d'étre réduit
séquentiellement pour former d'autres entités réactives oxygenées (ERO) et nitrées (ERN),

dont les propriétés chimiques et la toxicité envers la cellule sont variables (figurel0).
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Figure 9: Schéma de la balance entre les ERO et les antioxydants (Sies, 1997).
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Figure 10: Voies de production des espéces oxygénées (ERO) et nitrées (ERN)
réactives (d'aprés Nathan et Shiloh, 2000).




Synthése bibliographique

3.3.1. Radical anion Superoxyde O2¢

C’est la forme réduite de I'oxygéne moléculaire par la réception d'un électron, c’est le
premier radical formé lors du transport des électrons au niveau de la chaine respiratoire
(Harman, 2000). 02 +e-=>02¢

L’anion Superoxyde O2e- joue un rdle trés important dans la génération de d'autre
radicaux libres tels que le peroxyde d’hydrogene H,0,, le radical hydroxyle OHse, et l'oxygéne
singulet O,- (Stief, 2003).

3.3.2. Peroxyde d'hydrogéne H,0,

Il n'a pas d'électrons non appariés et n'est donc pas un radical. A pH physiologique, tout
ion peroxyde formé va se protoner pour donner immédiatement du peroxyde d'hydrogéne. La
nature non ionique de cette molécule lui permet de traverser facilement les membranes
cellulaires et ainsi de diffuser trés facilement d'ou une possibilité daction a distance
(Halliwell, 1997).

3.3.3. Radical hydroxyle «OH

C’est le radical le plus dangereux dans I’organisme, il est formé de la réaction de I'anion

superoxyde avec I'nydrogene peroxyde : 0O;" + H,0, —+*OH + -OH + O,

Cependant, une solution de peroxyde d'hydrogene avec des ions ferreux suffit a fournir
des radicaux hydroxyles. Cette réaction fut observée pour la premiére fois par Fenton en 1894
(Halliwell et al., 1984 ; Vergely et al., 2003). Fe+2+ H202 => Fe+3 + «OH + -OH

3.4. Les cibles des radicaux libres

Les dommages liés a un stress oxydant se traduisent par diverses altérations de I’ADN
(Cooke et al., 2003), des protéines (Davies, 2003), et des lipides (Monteil, 2004)(Figure 11).
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Figure 11 : Les différentes cibles des Espéces Réactives de I'Oxygene (Monteil, 2004).
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3.4.1. Altérations des protéines

Les protéines les plus touchées sont celles comportant un groupement sulphydryle (-
SH), comme c’est le cas pour de nombreuses enzymes et protéines de transport (Stadtman et
Levine, 2000). Ainsi, I’histidine, I’arginine, la lysine ou encore la proline sont des cibles
privilégiées de ce processus d’altération oxydative (Stadtman et Levine, 2000; Wong et al.,
2008).

Les protéines oxydées perdent leurs propriétés biologiques, et sont beaucoup plus
sensibles a 1’action des protéases (Stadtman et Levine, 2000). Enfin, les ERO induisent des
modifications indirectes des protéines via la formation d’adduits par des aldéhydes dérivant

de la peroxydation des lipides (Lynch et al., 2001) (Figure 12).

3.4.2. Altération des lipides

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ROS radicalaires en raison
de leurs hydrogénes bis-allylique facilement oxydable (Halliwell et Gutteridge, 1989).

La phase d’initiation consiste en la création d’un radical d’acide gras (Re) a partir d’un
acide gras (RH) par soustraction d’un atome d’hydrogéne. Ce radical lipidique subit ensuite
un réarrangement moléculaire pour donner un autre radical avec une structure plus stable, qui
peut réagir avec une molécule d’O; et former un radical peroxyle (ROO¢) (Esterbauer et al.,
1997).Ce dernier est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un hydrogéne a un acide
gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction.

L’hydroperoxyde lipidique formé peut étre oxydé en présence de métaux de transition
divalents de Fe®* ou Cu?* et entrainer la formation d’alcalanes et d’aldéhydes toxiques dont le
malonyldialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxynonenal (4-HNE).

La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison) par I’association de
deux radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction du

radical avec une molécule antioxydante (Delattre et al., 2005) (Figure 13).
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Figure 12 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (d’apres Favier, 2003).
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Figure 13 : Origine des différents radicaux libres et espéces réactives de I’oxygeéne (ROS)
générées par les ETM et leurs actions sur les biomolécules (d’apreés Jomova et al., 2012).
SOD : Superoxyde Dismutase ; LH : Lipide Hydroxypéroxylé ; L : Lipide ; Le : radical
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3.4.4. Altération des acides nucléiques

Les altérations oxydatives causées par les ERO sont considérées comme la source
majeure de dommages spontanés sur ’ADN (Beckman et Ames, 1997). Ces dégats sont
regroupés en quatre grandes catégories : les coupures simples et doubles brins, la modification
de bases, la formation de sites abasiques et les pontages ADN-protéines (Favier, 2003)
(Figureld).

3.5. Systémes antioxydants

Les cellules possédent des mécanismes de défense enzymatiques et non enzymatiques
qui, de maniére générale, suffisent a renverser le stress oxydant appelés antioxydants
(Wassmann et al., 2004).

3.5.1. Systemes enzymatiques

Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX), la glutathion réductase (GR) et la glutathion
S-transférase (GST)( Matés, 1999) (Figurelb).

3.5.1.1. Superoxyde dismutase

Superoxyde dismutase (EC 1, 15, 1,1) est I'enzyme antioxydant la plus importante dans
la défense contre le stress oxydatif (Anderson et al, 1997); est une métalloenzyme qui dismute
I'anion superoxyde en oxygéne moléculaire et peroxyde d'hydrogéne (Fridovich, 1995 ;
Akihlko et al., 1991 ; Frank et al.,2004). Trois isoformes de SOD ont été distinguées ; la SOD
contenant du cuivre et du zinc (Cu, ZnSOD), manganése (MnSOD), SOD contenant de fer
(FeSOD). Récemment, une nouvelle Superoxyde dismutase contenant du nickel, NiSOD, a
été purifié a partir de plusieurs espéces de Streptomyce (Wuerges et al., 2004) (Schafer et
Kardinah ,2003).

Les Cu / Zn-SOD sont trés répandues dans le cytosol et périplasme des
procaryotes (Steinman, 1985; Steinman, 1992) ainsi que chez les eucaryotes (Getzoff et
al.,1989). Les types Fe et Mn se trouvent principalement dans les procaryotes et les
mitochondries (Schafer et Kardinah.2003). Le mécanisme général de dismutation est

décrit par la réaction suivante :
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SOD
0", +2H's »0,+H,0,

Ces enzymes accélerent la vitesse de cette réaction spontanée rendant tres rapide la
disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogéne. Celui-Cci est un
composé oxydant mais peut étre ultérieurement catabolise par la catalase et les glutathion

peroxydases.
3.5.1.2. Catalase (CAT)

Catalase (EC 1, 11, 1,6) est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde
d'hydrogene produit dans les conditions physiologiques (Nancy ,2006 ; Niki et al., 2007 ).
(Ye-Shih et al., 2004). La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du
peroxyde d’hydrogéne : 2H,0, — O, + 2H,0

La catalase est une enzyme tétramérique, chaque sous unité comporte dans son site actif
un ion Fe* et une molécule de NADPH. La présence du NADPH dans la catalase lui confére

une protection contre 1’attaque de ’H,0, (Delattre et al., 2005).

Cette enzyme est présente dans les cellules de presque tous les organismes vivants
(Vainshtein et al., 1985). Elle est principalement située dans les peroxisomes de tous les types
cellulaire de mammiféres ou H,O, est généré par les différentes oxydases (Purdue and
Lazarow, 1996)

3.5.2. Antioxydants non enzymatiques

Certaines substances ont la propriété de piéger et de détruire les espéces réactives de
I’oxygene. Il s’agit de composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme ou dans
les membranes cellulaires comme : 1’acide Ascorbique ou la vitamine et le glutathion ...
(Vertuani et al., 2004).
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DEUXIEME PARTIE :
MATERIELS ET METHODES



Matériale et méthode

1. Objectif
L études porte sur I’effet de ’antimoine Sb sur la croissance bactérienne et le stress
oxydatif chez une bactérie endophyte résistante a I’antimoine .Ce microorganisme été isolé a

partir d’une zone de mine riche en antimoine qui se trouve a Ain Babouche de Ain M’Lila.

2. Choix de la Souche
C’est une bactérie endophyte isolée a partir des racines d’une plante qui s appelle
Hedysarum pallidum au niveau de laboratoire de microbiologie et environnement. Apreés des

testes de toxicité il est avéré que cette souche résiste a I’antimoine jusqu'a 500mM.

3. Préparation du milieu de culture et ensemencement

Le milieu Luira-Bertani (LB) modifié et tamponné contient 10 g/L de peptone, 5 g/L de
glucose et 5 g/L de NaCl dans le tampon citrate 50mM pH ; aprés homogénéisation des
constituants et stérilisation par autoclavage (1bar et 120°C /20 min), le pH final du milieu est

ajusté a 7,0.

Dans des Erlenmeyer de 250 mL on met 50 mL du milieu LB modifie et tamponné, aux
quels on a ajouté la solution métallique d’antimoine stérile (500 mM) de facon a obtenir les
concentrations suivantes : 0, 5, 10,20 ,30 mM en trois répétitions; puis on ajoute 0.5mL de
la suspension bactérienne de 24h d’incubation dans le méme milieu LB mais sans métal. Les
erlens sont incubés a 30°C pendant 24h sous agitation 150 rpm dans un incubateur agitateur

(New Brunswick Scientific).

4. Mesure et récupération de la biomasse

4.1. Mesure de la croissance

Aprés 24h d’incubation on mesure I’absorbance de chaque concentration a 650nm pour

détecter ’effet de 1’antimoine sur la croissance bactérienne.
4.2. Récupération de la biomasse

On récupere les biomasses de chaque concentration par une centrifugation a 100009

pendant 20min.
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4.3. Dosage de la teneur en Malonedialdéhyde MDA

L’MDA est dosé selon la méthode de Kosugi and Kikugawa 1985 .Le principe repose
sur la reaction qui se produit entre Malonedialdéhyde et 1’acide thiobarbitrique (TBA)

formant le derive coloré MDA-TBAZ2 de coleur rose absorbent 8532 nm.

0
] 0
5 M OH HO M SH
<
cI:H, + 2 o — g
I OoH oH

MDA TBA MOA-TBA,

Figurel. Réaction TBA- MDA dans l'essai de TBA.

On prend 0.5g de biomasse fraiche et on ajoute 5mL du mélange réactionnel contenant
20% TCA et 0.5% TBA. Aprés incubation a 95°C pendant 30min puis un refroidissement
dans un bain de glace le mélange est centrifugé a 5000 g pendant 10min. La lecture de
I’absorbance a 600 nm et a 532 nm. La teneur en MDA dans la biomasse est calculée en
utilisant 1’équation suivante : 1’activité de MDA : [MDA] = (€ x L) uMol/g de tissu. Sachant
que : L=Abs532 -Abs600et le coefficient d’extinction £=155mM‘cm™.

4.4. Dosage de la teneur en H,0,

Pour le dosage H,O, on ajoute 5mL TCA 0.1% (w/v) a 0.5g de biomasse fraiche.
Aprés une homogénéisation et centrifugation a 12000 ¢g/15 min, on prend 0.5 mL de
surnagent auquel on additionne 0.5mL de tampon phosphate 10mM pH7 et 0.5mLde KI 1M.
L’absorbance est faite a 390 nm, et la teneur en H202 est determinée en utilisant une courbe

d’étalonnage.
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5. Dosage des enzymes antioxydants
5.1. Préparation de I’extrait enzymatique

Aprés la récupération de la biomasse on fait 1’extraction par une solution glacée
constituée de PVP 1% et de Tween 20 0.1% dans un tampon phosphate 50 mM pH7. Une
agitation puis une centrifugation a 12000g pendant 20min, le surnageant représente 1’extrait

enzymatique.
5.2. Superoxyde dismutase SOD

Le dosage de I’activité enzymatique de la SOD se fait selon la méthode de Marklund
and Marklund, (1974). Le principe repose sur le capacité d inhibition de 1’antioxydation du
pyrogallol par la SOD a 420nm. On a pris 2.85mL tris HCI, 0.1mLde I’extrait enzymatique et
25uL de pyrogallol puis I’incubation pendant 30 secondes .on a préparé aussi le blanc par la
méme méthode mais on a remplacé 1’extrait enzymatique par 0.1 mL de ’eau distillées .puis
La lecture de I’absorbance a 420 nm. L’activité de la SOD est mesurée comme suite:

SOD (U/mL)= (%d inhibitions x 1000) /volume de prise x50) et sachant que :

% d’inhibition= (Abs Blanc —Abs test)/Abs test.

5.2. Catalase CAT

Pour le dosage I’activité de la CAT on met 0.1 mL [I’extrait enzymatique dans un
2.9mL le tampon phosphate 50 mM pH7 H,0,. La diminution de la concentration de H,O,
est mesurée chaque minute a 420 nm pendant les 3premiéres minutes. L’activité de la CAT

est égale a:

Unité enzyme = AAbs*Vt*FD/g (39.4)*Ve. Sachant que le coefficient d’extinction €=2.8

mMtem™
6. Dosage des protéines

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Lowry et al., (1951) en utilisant le

Sérum Bovine Albumine (BSA) comme standard.




TROISIEME PARTIE :
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Résultat et discussion

Le présent travail porte sur I’étude du comportement biochimique d’une souche
bactérienne endophyte , isolée de des racines d’Hedysarum pallidum, vis a vis la toxicité

génerée par I’antimoine.

1. Effet de ’antimoine sur la croissance bactérienne

\
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Croissance a 650 nm
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Concentration de I'antimoine en mM

Figure 1. Effet de la concentration de I’antimoine sur la croissance bactérienne

L'effet du Sb sur la croissance de la bactérie endophyes cultivée en culture submergée
en absence et en présence de différentes concentrations de Sb est représenté dans la figure 1.
Sur cette derniére, on observe qu’il y a une diminution progressive de I’absorbance a 650 nm
quand la concentration du métal augmente de 0 a 20mM. Les taux de réduction de la
croissance sont  103.93 %, 99.55 %, 81.82%, 86.16% par rapport au témoin  aux
concentrations 5, 10 et 20 mM, respectivement. Ce résultat montre que 1’antimoine posséde
un effet néfaste sur la croissance bactérienne. Cependant @ 30 mM d’antimoine, on constate
une légére augmentation de cette absorbance, cela pourrai expliquer par une adaptation de la

souche a la présence de 1’antimoine dans son milieu de culture.

La diminution du nombre de cellules bactériennes en présence de I'antimoine aprés 24
heures de culture peut étre due a une possible autolyse en réponse a la toxicité du Sb (Bahar et
al., 2013) . Ce résultat est similaire a celui présente par (Yilmaz, 2003) qui a constaté une
réduction de la croissance de la souche Bacillus circulans EB1, résistante aux métaux lourds,

cultivée en présence de différentes doses de cadmium.
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2. Effet de ’antimoine sur la teneur en MDA
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Figure2.Variation de la teneur en I’MDA en fonction de la concentration de 1’antimoine

Aprés 24 h de croissance bactérienne, le contenu en MDA a augmenté progressivement
avec 148% et 221%, par rapport au témoin, a 5 et 10 mM Sb respectivement. A 20 MM une
diminution non significative est observée, ensuite le contenu en MDA se réduit avec

I'accroissement du stress métallique (Fig. 2).

La figure 2 montre qu’apres 24 h de croissance bactérienne, le contenu en MDA a
augmenté d’une fagon tres significative, il atteint son maximum, a 10 mM de Sb avec 212%
par rapport au témoin. Mais a 10 et 20 mM cette teneur reste relativement stable. Au-dela de
20mM d’antimoine on enregistre une diminution de 53 % a 30 mM par rapport a celle de
10Mm.

L’augmentation de la concentration de 'MDA peut étre justifié par la génération des
especes réactives oxygénées tels que OH', O,", H,O; et d'autres, et ce, en présence des métaux
lourds. Ces ROS peuvent étre responsables de la peroxydation lipidique des acides gras
polyinsaturés (Douglas, 1996).Cette réaction produit différents types de cytotoxines comme la

malondialdéhyde (MDA) qui est un indicateur de stress oxydative (Pathak et al., 2006).
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3. Effet de I’antimoine sur la teneur en H,O,
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Figure3.Variation de la teneur en H,O, en fonction de la concentration de 1’antimoine.

Les variations en H,O, intracellulaire sont présentées dans la figure 3. A 5 mM
d'antimoine, une légere augmentation de la production de H,O, est notée. Au-dela de 10 mM,
elle augmente d’une facon significative jusqu’a 333% et 433% a 20 et 30 mM en Sb,

respectivement par rapport au témoin.

Les variations des teneurs en H,O, en fonction des concentrations en Sb montrent que
I'addition de doses croissantes en antimoine augmente la teneur en H,O, intracellulaire. Ce
dernier est un oxydant fort méme a des faibles concentrations; il pourrait causer des
dommages oxydatifs, et par conséquent, 1’observation de la perturbation de la fonction
métabolique, de la perte de l'intégrité cellulaire et de I'accumulation de MDA (Foyer et al.,
1997).
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4. Effet de ’antimoine sur les enzymes antioxydants

4.1. Effet de I’antimoine sur P’activité de la CAT
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Figure 4.Variation de I’activit¢ de la CAT en fonction de la concentration de

I’antimoine.

La figure 4 présente les changements d'activité de la catalase (CAT) a différentes
concentrations d'antimoine. Une augmentation progressive de l'activité CAT est remarquée
avec l'augmentation significative de la dose d'antimoine jusqu'a 20 mM. L'augmentation est
d’environ 1.66, 2.33et 5 fois supérieure par rapport au contréle pour les concentrations de 5,
10 et 20 mM, respectivement. Cela dévoile I'implication de cette enzyme dans la catalyse du
H,0; intracellulaire formé en présence d’antimoine. Cependant, a 30 mM de ce métalloide
provoque une réduction significative de cette activité. Cela peut étre causé par
I’hyperproduction de H,O, intracellulaire par la souche test, ce qui inhibe I'activité de la

catalase et favorise encore 1’accumulation de H,0,.

Polidoros et Scandalios en 1966 ont également rapportés que l'activité de la CAT est
directement régulée par la concentration de H,O; ; ainsi, les fortes concentrations en ce

dernier pouvaient réduire cette activite.
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4.2. Effet de ’antimoine Sb sur P’activité du superoxyde dismutase SOD
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Figure 5.Variation de I’activit¢ de la SOD en fonction de la concentration de

I’antimoine Sb.

L’activité du superoxyde dismutase (SOD) est augmentée de plus de 3.38 et 4.69 fois a
5 et 10 Mm respectivement par rapport au contréle ; elle atteint son maximum a 10 mM.
Cette augmentation de I'activité de la SOD se traduit par une augmentation de la concentration
des radicaux superoxydes O2” . Cela révele le role de cette enzyme en situation de stress
oxydatif (Dazy et al., 2009).

Une diminution progressive de l'activité enzymatique est observée avec les fortes doses
d'antimoine, prés de 93% a 20 mM et 75% a 30 mM Sb en comparaison avec la valeur
maximale. La réduction de l'activité de la SOD a forte concentration en Sb est la conséquence
d’une sensibilité de 1’enzyme a ’excés en H,O, en produisant des perturbations dans la

défense antioxydante dans les cellules (Dietz et al., 1999).




CONCLUSION



Conclusion

Pour pallier a cette pollution de plus en plus importante, des procédés de biorémédiation
font I’objet de plusieurs travaux de recherche. Ces derniers dépendent de plusieurs facteurs

dont I’existence d’une population microbienne adaptée aux conditions extrémes.

Pour cela, notre travail porte essentiellement sur 1’impact du Sb sur la croissance et le
mécanisme de défense antioxydant vis-a-vis le stress oxydatif induit par I’antimoine de la

bactérie endophyte adaptée aux sols antimonieux.

Une conséquence fréquente de stress par les métaux lourds est la formation de ROS.
Nos expérimentations ont montré que la souche test était capable de tolérer la toxicité de ces
produits par son systeme antioxydant. Il ressort que 1’augmentation du stress oxydatif, évalué
par les taux de I’'MDA, I’H,0; et I’activité de certaines enzymes antioxydants présentes chez
I’espece étudiée, varient en fonction de concentration du métalloide (Sb) ce qui montre leur

adaptation a un environnement naturel hostile.

Avec ces données, nous pouvons considérer cette souche comme un agent efficace pour

la détoxification des sols contaminés par I'antimoine.
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ANNEXES



1. Effet de I’antimoine sur la teneur en MDA

Annexes 1 : Etude statistique

Annexes

Moyenne Erreur
Modalité estimée standard Groupes
0 8 1,131 A
5 11 0,949 B
10 17 1,587
20 16 1,240
30 9 0,531 A B
2. Effet de ’antimoine sur la teneur en H;O,
Moyenne Erreur
Modalité estimée standard Groupes
0 3 0,031 A
5 4 0,087 A B
10 4 0,180 B
20 10 0,894
30 13 0,296 D

3. Effet de I’antimoine sur les enzymes antioxydants

3.1. Effet de ’antimoine sur Pactivité de la CAT

Moyenne Erreur
Modalité estimée standard Groupes
0 0,3 0,218 A
5 0,5 0,035 A B
10 0,7 0,085 B
20 1,5 0,045
30 0,9 0,244 B

3.2. Effet de ’antimoine Sb sur ’activité de la SOD

Moyenne Erreur
Modalité estimée standard Groupes
0 13 1,403 A
5 44 0,756 B
10 61 0,853
20 57 0,196
30 46 4,893 B
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