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GLOSSAIRE

Acide dur : Acide de Lewis dont le centre accepteur d'él ectron est peu polarisable. Il est donc en
général peu volumineux et trés chargé, comme Co®', Pb*, Ti**. Les acides durs ont tendance a réagir
avec une base dure.

Acide teichoique : Acide permettant au peptidoglycane de s'attacher a la membrane des bactéries. Il
est présent sur les bactéries a Gram positif mais il est absent des bactéries a Gram négatif. Les
acides teichoiques sont composés de phosphates associés a du glycérol.

Anaérobie : Condition de culture en absence d'air atmosphérique, c'est-a-dire sans oxygéene.

Anoxie : Diminution drastique de l'oxygene.

Anthropogénique : Causé ou généré par I'étre humain.

ATPase : Famille d'enzymes liés au métabolisme énergétique. Elles sont, en général, intégrées aux
membranes et provoquent, selon leur classe, la formation d'ATP par phosphorylation de I'ADP grace
a un phosphate inorganique, ou la réaction inverse, c'est-a-dire I'hydrolyse de I'ATP en ADP et un

phosphate inorganique. Ce sont en majorité des pompes a ions et des transporteurs.

Autunite  : Minéral composé de phosphate d'uranium et de calcium hydraté de formule
Ca(UOZ)z(PO4)210H20

Bacille : Bactérie en forme de batonnet, par opposition aux coques (ou cocci).

Bactéricide : Qui a une action létale sur une bactérie.

Bactéries hétérotrophes : Se dit de bactéries qui sont capables d'utiliser des molécules organiques

comme source de carbone. En opposition aux bactéries autotrophes qui utilisent le CO,.

Bactériochlorophylle : Pigment des bactéries photosynthétiques autres que les cyanobactéries.

Bactériostatique : Qui a une action d'inhibition de la prolifération bactérienne. La cellule n'est pas

forcément tuée par le composeé.

Base dure : Base de Lewis dont le centre donneur d'électron est peu polarisable. Il est donc en
général peu volumineux et trés chargé, comme CO5%, H,O, OH’, F. Les bases dures ont tendance a

réagir avec les acides durs.



Bidentate : Qui se lie a deux molécules.

Biosphére : Ensemble des milieux ou l'on retrouve la vie.

Bioremédiation : Ensemble de techniques consistant a augmenter la biodégradation ou la

biotransformation de polluants dans I'environnement grace a des processus biologiques.

Capacité d'échange cationique : Mesure du nombre total de sites disponibles pour I'échange de
cations, du nombre total de cations échangeables ou du nombre de sites négatifs dans la matrice du
sol. Elle représente la taille du réservoir permettant de stocker, de maniére réversible, certains
éléments cationiqgues comme le potassium ou le calcium.

Caroténoides : Pigments participant a la photosynthese.

Caséines : Protéines extraites du lait.

Chimioosmotique (Théorie) : Le gradient de concentration créé a travers la membrane sert de

réservoir d'énergie pour la cellule.

Chimiotoxicité : Toxicité provoguée de maniére chimique.

Cofacteur : Molécule nécessaire a une enzyme pour catalyser une réaction.

Coque (ou cocci) : Bactérie de forme sphérique, par opposition aux bacilles.

Crossover : Processus de réarrangement génétiqgue de chromosomes homologues.

Cyanobactérie : Famille de bactéries réalisant la photosynthése.

Cycle de Krebs : Série de réaction permettant la production d'intermédiaires énergétiques pour la

cellule. Il fait intervenir, entre autres, le citrate et le malate (également appelé cycle des acides

tricarboxyliques).

Ferrihydrite : Oxyhydroxyde de fer de formule FesOs(OH)s.

Génotoxicité : Propriété de certains toxiques de produire des mutations affectant le patrimoine

génétique des organismes exposes.
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Géosphére : Fraction de masse solide et liquide du globe terrestre comprenant la lithosphére et
I'nydrosphére, c'est a dire la partie de la Terre qui sert de support a I'ensemble des étres vivants,

comprenant la couche externe de la lithosphere, I'hydrosphére et I'atmosphere.

Glycolyse : Série de réaction de dégradation du glucose en pyruvate provoquant la formation de

molécule d'ATP (également appelée voie d'Embden-Meyerhof-Parnas).

Goethite : Oxyhydroxyde de fer de formule .-FeOOH

Gram : Technique de coloration des bactéries permettant de les classer en deux familles selon la
composition de leur paroi. Les bactéries a Gram positif apparaissent mauves et leur paroi est
composée d'une épaisse couche de peptidoglycane dans laquelle sont insérés des acides
teichoiques. Les bactéries a Gram négatif apparaissent roses et leur paroi est composée d'une mince
couche de peptidoglycane entre la membrane interne et la membrane externe. La membrane externe

contient des protéines canaux, appelées porines, et les lipopolysaccharides (LPS).

Granite : roche magmatique plutonique a structure grenue. Il est formé de cristaux de quartz, de

micas, de feldspaths potassiques et de plagioclases.

Hématite : Minéral formé d'oxyde de fer Il de formule .-Fe,Os.

Homéostasie : Capacité de l'organisme a maintenir un état de stabilité relatif des différentes
composantes de son milieu interne et ce, malgré les variations constantes de l'environnement
externe.

Hydroxyapatite : Forme naturelle d'apatite de calcium, de formule Cas(PO,);(OH).

Lipopolysaccharide : Composant essentiel de la paroi des bactéries a Gram négatif. Comme son

nom l'indique, il est constitué de lipides et de glucides, phosphorylés ou non.

Métabolisme constitutif : Métabolisme dont les enzymes sont présentes naturellement. A l'opposé
du métabolisme inductif ou les enzymes sont synthétisées pour un besoin précis avec la nécessité
d'une induction de cette synthése par une molécule extérieure.

Meza : Zone d'intérét coupée en microscopie électronique en transmission.

Milieu empirique : Milieu dont la composition exacte n'est pas connue.

Monodentate : Qui se lie a une molécule.



NAD"/ NADH,H" : Coenzyme d'oxydoréduction indispensable au métabolisme celulaire.
Néoglucogenése : Voie de synthése du glucose a partir de précurseur non glucidique.

Niveau de Fermi : Caractéristique propre a un systéme traduisant la répartition des électrons en
fonction de la température. Il peut étre considéré, en premiére approximation comme une constante,
qui équivaudrait alors au niveau de plus haute énergie occupé par les électrons du systéeme a la
température de 0 K

Pechblende : Minéral d'uranium. Variété cryptocristalline d'uraninite UO,.

Pentoses phosphate (Voie des) : Une des quatre voie de dégradation du métabolisme énergétique.
Egalement appelé voie de Warburg-Dickens-Horecker, elle génére des coenzymes d'oxydoréduction
et des pentoses phosphates, comme son nom l'indique.

Peptidoglycane : Polymére de glycosaminopeptide de N-acétyl-glucosamine (NAG) et d'acide N-
acétyl-muramique (NAM). Il s'agit du composant principal des parois bactériennes leur conférant leur

forme ainsi qu'une protection mécanique et physique.

Phospholipide : Lipide possédant un groupe phosphate et constituant majoritaire des membranes

cellulaires.

Photoélectron : Electron émis sous l'effet d'un rayonnement lumineux.

Phototrophie : Type trophique qui permet a des organismes vivants de tirer leur énergie de la

lumiéere, soit par photosynthése, soit grace a des protéines comme les bactériorhodopsines.

Protéobactéries : Famille de bactéries a Gram négatif. Elles sont classées en cinq catégories, de . a

0 selon leur séquence du gene codant 'ARNr 16S.

Pyrite : Minéral abondant de sulfure de fer de formule FeS..

Pyrophorique : Qui posséde une combustion spontanée sous atmosphere oxydante.

Radiotoxicité : Toxicité provoquée de maniére radiologique.

Saleeite : Composé minéral d'uranium de formule Mg(UO,)2(PQO,),.10(H,0).

Schoepite : Composé minéral d'uranium de formule (UO,)gO»(0OH),.12(H,0). Produit de l'altération

de l'uraninite.
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Seuil Ly, : Désigne l'orbitale atomique qu'occupaient I'électron éjecté lors de I'excitation de I'atome
absorbeur. Pour l'uranium, le seuil Ly, correspond a l'orbital 2pa,.

Spéciation : Identification des différentes espéces ch imiques d'un élément donné. Cela inclue les

formes dissoutes ou précipitées, libres ou complexées, particulaires ou colloidales.

Synchrotron : Accélérateur circulaire de particules utilisant a la fois les champs électromagnétiques

et les champs électriques.

Trimage : Action de modeler les blocs de résine avant I'ultramicrotomie.

Trypsine : Enzyme digestive du suc pancréatique qui digére les protéines en peptides.

Ubiquitaire : Qui se dit d'un étre vivant pouvant coloniser des biotopes variés.

Ultrastructure : Domaine de dimensions qui se situe entre le domaine moléculaire et le domaine

accessible au microscope optique. Le microscope électronique est linstrument de choix pour

I'exploration de ce domaine aussi bien en biologie qu'en physique.

Uraninite : Minéral riche en oxyde d'uranium de formule général UO,.

Uranite : Terme général pour les phosphates naturels d'uranium tels que l'autunite.



31



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique.

ADP : Adénosine diphosphate.

ARN : Acide ribonucléique.

ATP : Adénosine triphosphate.

BDMA : Benzyldiméthylamine.

CCME d’Orsay : Centre Commun de Microscopie Electronique d'Orsay.

CMB : Concentration Minimale Bactéricide.

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.

CSM : Citrate Salt Medium.

CTAB : N-cetyl-N,N,N-trimethylammonium.

CyDTA : 1,2-cyclohexylenedinitro tétracétique.

DMSO : Diméthylsulfoxyde.

DOgoo : Densité Optique a 600nm.

EDTA : Ethyléne diamine tétraacétique.

ESRF : European Synchrotron Radiation Facility.

ETM : Elément Trace Métallique.

FAME : French Absorption spectroscopy beamline in Material and Environmental science.

32



FFT : Transformées de Fourier.

HMPA : Hexamethylphosphoramide.

LPS : Lipopolysaccharide.

MET : Microscopie Electronique en Transmission.

MS : Milieu Synthétique pour D. radiodurans R1.

NAD" / NADH,H" : Nicotinamide Adénine Dinucléotide.

Oax : Oxygene axial

O¢q Oxygéne équatorial

PHB : polyhydroxybutyrate.

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire.

SAX : Spectroscopie d’absorption des rayons X

SDS : Sodium Dodécyl Sulftate.

TAC : 2-(2-thiazolylazo)-p-crésol.

TEA : Triéthanolamine.

TSM : Tris Salt Medium.

TSM15% : Tris Salt Medium avec 15% de phosphate par rapport au TSM et 40mM de

bicarbonates.

TYG : Tryptone Yeast Glucose.

XAS : X-ray Absorption Spectroscopy.

33



INTRODUCTION

L'uranium est un élément a part dans l'histoire de la science et de la société humaine. Il
a été découvert au moment de la révolution francaise mais ce n'est que tardivement que
ses propriétés ont été découvertes et son potentiel scientifique et technologique
appréhendé. Aujourd’hui encore, I'uranium donne matiére a de nombreuses recherches
dans ces domaines, particulierement concernant I'utilisation de I'énergie nucléaire, mais

il entre également dans de nombreux débats sur le nucléaire présent ou futur.

L'uranium est le seul élément possédant un noyau naturel fissible que I'on peut utiliser
pour des applications civiles et militaires. On le retrouve dans la nature a I'état de traces
(2 ppm en moyenne) avec une forte disparité dans sa distribution et sa concentration.
Sa teneur dans I'eau de mer est trop faible (3,3 pg L™) pour que I'extraction soit
économiquement envisageable. Cependant, le volume des océans est tel qu'il s’agit de
la plus grande réserve mondiale d’'uranium (4 a 5 milliards de tonnes d’uranium

dissous).

L'uranium présent dans I'environnement peut également avoir une origine
anthropogénique® : par exemple on peut citer I'utilisation en agriculture d'importantes
guantités de phosphates naturels, pouvant contenir de fortes concentrations en
uranium, pour la fertilisation des cultures et pour I'élaboration des compléments
alimentaires pour le bétail. Les activités minieres et industrielles peuvent également étre
a l'origine de rejets de déchets dans I'environnement. Les teneurs dans les sols, eaux et
végétaux de ces sites sont plus importantes que les teneurs naturelles. Dans ces deux
cas, l'uranium est entré dans la biosphere* et peut causer des probléemes sanitaire et

écologique.

Sur I'Homme et I'animal, 'uranium a un effet toxique bien connu. Apres contamination,
les composés d’'uranium solubles atteignent rapidement les organes cibles que sont les
reins et les os. Du fait de sa faible radioactivité, I'uranium naturel est considéré plus

comme un toxique chimique qu’un toxique radiologique. Cependant, sa demi-vie dans

! Les * renvoient au glossaire
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les os est proche de 10 ans. De ce fait, l'irradiation, méme faible, qu’il engendre dans

les os n’est pas négligeable en cas de forte contamination.

La spéciation* de l'uranium, c'est a dire les formes chimiques libres, complexées,
dissoutes, précipitées, colloidales ou encore particulaires présentes dans le milieu,
conditionne sa toxicité et sa mobilisation dans I'environnement. Elle est difficile a prévoir
en raison de la multitude de parametres entrant en compte dans son calcul. Le potentiel
d’oxydoréduction, le pH, la présence et la concentration de certains complexants
(carbonates, phosphates, acides organiques), ou méme la présence de végétaux et de

microorganismes en sont des exemples.

En effet, certains microorganismes sont capables de fixer, d’accumuler voire de
transformer l'uranium. Ainsi, certaines bactéries peuvent accumuler le radionucléide
soluble et le réduire, entrainant sa précipitation et le rendant moins mobile et
biodisponible pour la faune et la flore. De méme, les bactéries peuvent simplement le
fixer a leur surface. L'extraction de ces microorganismes permettent ainsi I'élimination
de I'uranium des sols et des eaux. Ce processus de biorémédiation pourrait étre utilisé a

des fins de dépollution.

Depuis une quinzaine d’années, de nombreux travaux de recherche démontrent les
capacités dépolluantes de certains microorganismes. Ces procédés de réhabilitation par
voie biologique pourraient étre exploités en complément des techniques physico-
chimiques de dépollution déja existantes. Dans cette optique, trois bactéries sont
étudiées dans cette thése. La premiére espece est connue pour étre trés résistante aux
métaux lourds, Cupriavidus metallidurans CH34. La deuxieme souche est extrémement
résistance aux radiations, Deinococcus radiodurans R1. Enfin, la derniere est
phototrophe* et capable de dégrader des polluants organiques en anaérobie,

Rhodopseudomonas palustris.

Pour envisager une application de ces micro-organismes en bioremédiation*, leurs
capacités de résistance, d’accumulation et d’immobilisation de différentes formes
chimiques de l'uranium pouvant étre rencontrées communément dans I'environnement

doivent étre étudiées. C'est le but de ce travail.
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OBJECTIF GENERAL ET ARTICULATION DU MEMOIRE

L'objectif général de cette thése est d'étudier le comportement de trois microorganismes
exposés a différentes formes de I'uranium, qu'elles soient minérales ou organiques. Ces
bactéries ont été choisies pour leurs propriétés distinctes et potentiellement
intéressantes pour notre sujet d'étude. La démarche expérimentale entreprise vise a
déterminer l'impact des ces bactéries sur ces différentes formes d'uranyle grace a des
méthodes a la fois biologique, chimique et physique, pour engager par la suite des
processus de bioremédiation. Pour cela, la résistance des microorganismes a différents
complexes d'uranium, identifiés par un calcul théorique, sera d'abord examinée afin de
déterminer la tolérance de ces souches au radionucléide. La faculté des trois bactéries
a accumuler, précipiter ou transformer ces formes de l'uranium pourra ensuite étre
étudiée. Cette étude sera complétée par la détermination expérimentale de la spéciation

de l'uranium en solution et au contact des microorganismes.

Un rappel des connaissances générales sur l'uranium ainsi que sur son comportement
dans I'environnement seront présentés en chapitre 1. Un état de I'art sur la structure des
différents complexes d'uranium ainsi que les trois modeles bactériens étudiés seront
présentés. La démarche expérimentale sera ainsi retenue. Le chapitre 2 présentera les
différentes méthodes employées et décrira les expériences réalisées au cours de cette
these. Les résultats de ces expérimentations seront ensuite examinés et discutés dans

le chapitre 3, suivis par les perspectives envisagees pour la suite de ce travail.
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PARTIE A : L'URANIUM

|. GENERALITES SUR L 'URANIUM

1. De sa découverte a nos jours

L’'uranium a été découvert par un chimiste allemand, Martin Heinrich Klaproth (1743-
1817), au moment de la révolution francaise, en 1789, en analysant de la
pechblende* provenant de Boheme. Il baptise cet oxyde urane en référence a la
planéte Uranus découverte huit ans plus tdét par l'astronome anglais William
Herschel. Mais ce n’est qu’en 1841 que l'uranium a I'état métallique est isolé a partir
de l'autunite* par le chimiste francais Eugene Melchior Péligot (1811-1890) alors qu'il
travaillait pour la cristallerie de Baccarat. En effet, a cette époque, I'uranium était
utilisé comme pigment pour la fabrication de verres, de céramiques et pour la
peinture sur porcelaine.

En 1896, le physicien frangais Antoine Henri Becquerel (1852-1908) découvre la
radioactivité naturelle par accident alors qu'’il fait des études de fluorescence sur les
sels d’'uranium. Cette découverte peut étre considérée comme le point de départ de
I'industrie des minerais radioactifs. A partir de la découverte du radium par Pierre et
Marie Curie en 1898, I'uranium est considéré durant 40 ans comme un sous-produit
de I'extraction du radium.

Depuis 1939, I'uranium est devenu un élément intéressant avec les développements
de ses applications, militaires tout d’abord, puis civiles, apres la seconde guerre
mondiale, avec la production d’énergie électrique.
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2. Propriétés physico chimiques

a. L'uranium élémentaire

La structure électronique de I'uranium ([Rn] 5f° 6d* 7s?, numéro atomique 92) met en
évidence six électrons capables de participer a des liaisons chimiques. En plus du
degré d’'oxydation O correspondant a l'uranium métallique, seuls les degrés
d’oxydation de +lll a +VI sont connus (Weigel, 1986).

b. Propriétés physiques de I'uranium

L'uranium est un métal gris blanc malléable et ductile de densité de 18,7 et dont le
point de fusion est de 1130°C. Il est fortement électropositif et donc tres réactif a
I'oxygene. Sous forme de fines particules, I'uranium est pyrophorique* a température
ambiante. Lorsqu'il brule, il donne formation a des oxydes mixtes U,Oy.

c. Propriétés nucléaires
L'uranium est un radioélément qui posséde trois principaux isotopes naturels (***U,
235 et 2%U) qui se désintégrent principalement par rayonnement alpha. Il posséde
également plusieurs isotopes artificiels. Le tableau 1 nous indique les périodes, les
activités spécifiques et I'abondance naturelle des principaux isotopes de l'uranium

utilisé ou étudié par 'homme.

Tableau 1 : Périodes radioactives, activités spécifiques et abondance naturelle des principaux isotopes de
l'uranium (Weigel, 1986).

Isotope Période (ans) Activité (Bg/g) Abondance
naturelle (%)
22y 68,9 8,27.10" 0
(v 1,9.10° 3,56.10° 0
2y 2,45.10° 2,3.10° 0,005
v 7,04.10° 8,0.10* 0,720
20U 2,34.10’ 2,4.10° 0
28y 4,47.10° 1,24.10* 99,275
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d. Chimie de 'uranium en solution

La chimie de I'uranium en solution est complexe du fait de nombreuses propriétés de
réaction du radionucléide et de I'hydrolyse des ses ions avec la formation d’espéces

polynucléaires (Madic et Genet, 2001).

Ces différentes propriétés sont principalement régies par le pH et le potentiel
d'oxydoréduction du milieu. Ces potentiels d’oxydoréduction dans 1M d’HCIO,, qui

est un solvant neutre, sont présentés en figure 1 :

Figure 1 : Potentiels d'oxydoréduction de I'uranium en solvant HCIQ 1M a température ambiante.

L'uranium peut exister en solution aqueuse sous quatre états d’oxydation différents :
de U(Ill) a U(VI) (Ahrland, 1986 ; Madic et Genet, 2001).

x L’uranium lll existe en solution en milieu acide sous forme de cation U*" & un
potentiel de -630mV. L’ion U*" est un puissant agent réducteur. Il réduit I'eau
H,O en dihydrogéne H,. Il est obtenu par réduction de l'uranyle UO.,**. Les
solutions d’U** sont instables car elles sont rapidement oxydées par I'eau au
degré d’oxydation +IV. En milieu alcalin, U*" est hydrolysé en UOH?" et on

observe une précipitation de U(OH)3.

x L'uranium IV existe en milieu trés acide sous forme de cation U*. Ces
solutions sont stables en condition anaérobie*. En présence de dioxygéne, U**
est oxydé au degré d'oxydation +VI. L’hydrolyse de U*" a lieu dés & pH
inférieur ou égal & 1. Le produit d’hydrolyse le plus simple est UOH**. Des

especes polynucléaires se forment aux pH plus élevés.
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x L'uranium V n'existe pas sous forme U°* car cet ion est facilement
hydrolysable quel que soit le pH. La forme principale de l'uranium a cet état
d’oxydation est UO," qui est extrémement sensible a la dismutation en U(IV) +
U(VI). Le temps de demi-vie d’'UO," est d’environ trente minutes dans du
DMSO qui pourtant le stabilise. L'impossibilité d’obtenir des solutions stables

d’'U(V) rend la connaissance de la chimie de cet état d’oxydation difficile.

x L'uranium VI n’existe pas en solution sous la forme U®" mais sous forme
d’oxocation uranyle UO,?* quel que soit le pH. Le degré d’oxydation VI est le
plus étudié et le mieux connu car il est le plus stable. L’hydrolyse de U(VI)
donne des espéces mononucléaires comme UO,OH" ou polynucléaires
comme (UO,)»(OH),?*. Le taux d’hydrolyse dépend du pH mais également de

la concentration en uranium.

L'hydrolyse* de l'uranium est variable selon I'ion considéré et I'état d'oxydation de cet
ion. Le pH de début d'hydrolyse sera d'autant plus bas que la concentration en
uranium sera élevée. Des especes polynucléaires apparaissent a forte concentration

avec une probabilité importante de précipitation.

Les ions uranyles UO,%* sont considérés comme des "acides durs*' au sens de
Pearson. En conséquence, ils réagissent préférentiellement avec les "bases dures*"
gue sont les ligands a atomes donneurs d'électrons comme I'oxygéene ou le fluor. La
chimie de complexation de l'uranium en solution aqueuse est ainsi dominée par

I'interaction avec des ligands oxygénés.

En solution aqueuse et en condition oxydante, l'uranium est majoritairement a I'état

d'oxydation +VI comme le montre le diagramme de Pourbaix présenté en figure 2.
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Figure 2 : Diagramme de Pourbaix de I'uranium a 10uMen solution aqueuse s ligand a 25°C. (c) =
cristal, (cr) = cristallin. (D'aprés Vitorge, 1999).

Dans l'eau pure, L'uranium est sous forme UO,*" & pH acide & faibles concentrations
(7100nm). Lorsque le pH augmente, des formes hydroxylées apparaissent : UO,OH",
UO2(OH)z, UO2(OH)s™ et UO,(OH),* comme le montre la figure 3

Figure 3 : Diagramme de spéeition de l'uranium a 100nM dans I'eau pure en fonction du pH. Spéciation
théorique obtenue grace au logiciel JCHESS (Van déree et de Windt, 2002) et la base de données
BASSIST (Bion, 2003).
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A plus fortes concentrations, des précipités d'hydroxyle d'uranium, ou schoepite*, se
forment dans une gamme de pH s'étendant selon la concentration en uranium. Cette
gamme est comprise entre pH 6,5 et 7,5 a 200nM d'uranium et comprise entre pH 4

et 11,5 pour 1mM d'uranium comme présentés dans la figure 4.

Figure 4 : Diagramme de spéciatin de I'uranium a 1mM dans I'eau pure en fonction du pH.

En tant qu'acide dur*, l'ion UO,** est susceptible de s'associer en solution avec la
matiere organique dissoute (acides humiques), les acides organiques (citrate,

malate...), les carbonates, les sulfates ou les phosphates.
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[l. L'"URANIUM DANS L 'ENVIRONNEMENT

1. Origine :

L'uranium se trouve a l'état naturel dans un certain nombre de minéraux comme la

pechblende et l'uranite* ou dans des roches phosphatées et des granites*.

L'uranium est un constituant trace de la crolte terrestre, sa teneur moyenne (3 a
4ppm) est supérieure a celle de I'argent (100ppb) ou I'or (10ppb) (Plant et al. 1999). Il
existe cependant une grande variabilité de concentration selon les matériaux (jusqu'a
350 ppm pour les roches phosphatées) (Langmuir, 1978). La concentration moyenne
de l'uranium dans les océans est de 14nM (3ppb). Dans les eaux de surface, sa
concentration est plus hétérogéne allant de quelques nanomolaires a plusieurs

milligrammes par litre (Ragnarsdottir et Charlet, 2000).

L'uranium présent dans I'environnement peut de plus avoir une origine humaine
(Paulin 1997) : par exemple, l'utilisation en agriculture d’'importantes quantités de
phosphates naturels qui peuvent contenir de fortes concentrations en uranium. Ceux-
ci sont utilisés pour la fertilisation des cultures et pour I'élaboration des compléments
alimentaires pour le bétail et ils enrichissent donc les sols agricoles en uranium. Les
activités minieres et industrielles peuvent également étre a l'origine de rejets de
déchets dans I'environnement. Les teneurs dans les sols, eaux et végétaux de ces
sites sont plus importantes que les teneurs naturelles. L'uranium se complexe avec
les autres composants de I'environnement pour donner des especes plus ou moins

solubles et donc plus ou moins mobiles.
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2. Complexation de l'uranium dans la solution du sol

La solution du sol est I'eau qui circule dans les espaces libres et les pores du sol.
Il existe deux types de milieux géochimiques aqueux ou I'on peut trouver de I'uranium

et qui différent selon le potentiel d'oxydoréduction.

X Les eaux dites de surface avec un potentiel imposé par le couple
0,/H,0. Ce potentiel d'oxyoréduction est dépendant du pH et de la
pression partielle en O,. Les conditions sont oxydantes et |'uranium est
retrouvé majoritairement sous le degré d'oxydation +VI dans ces eaux.

X  Les eaux dites profondes ou anoxiques* avec un potentiel imposé par
le systeme Fe(lll)/Fe(ll) et HSO,/HS". C'est un systeme complexe
faisant intervenir des oxydes de Fe(ll), de la pyrite* (sulfure de Fe(ll)) et
des solides Fe(lll)/Fe(ll). Les conditions sont réductrices et l'uranium se
retrouve principalement sous le degré d'oxydation +IV (Shahandeh et
al. 2001).

L'uranium IV étant tres peu soluble, il est donc peu mobile et indisponible pour les
plantes ou la biomasse du sol. Nous nous intéressons donc plutbt aux eaux de

surface ou I'uranium est soluble et biodisponible.

La mobilité de l'uranium dans les sols et son transport vertical vers les eaux
souterraines dépend des propriétés des sols (pH, potentiel d'oxydoréduction,
concentrations en anions complexants, porosité, taille des particules, propriétés

adsorbantes et quantité d'eau) qui déterminent sa spéciation.

De par ses propriétés de complexation avec les composés oxygénés, l'uranium est
susceptible de s'associer avec diverses especes chimiques dissoutes ou solides
(Sheppard et Evenden, 1988). Ce sont ces différents mécanismes de complexation
qui conditionnent le comportement de l'uranium dans les sols et qui expliquent la
répartition non homogéne de luranium en profondeur. Généralement, la
concentration augmente au fur et a mesure que l'on s'éloigne de la surface car

l'uranium soluble est lessivé par les eaux de pluie et se retrouve ainsi en profondeur.
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L'influence des principales composantes organiques ou minérales des sols sur
l'uranium est détaillée dans la suite, en commencant par les plus importants pour finir

par les molécules complexantes secondaires.
a. Influence de la matiere organique :

La matiére organique est une composante majeure dans la dynamique de l'uranium
dans les sols car elle représente un des principaux vecteurs de migration et de
redistribution de l'uranium (Gueniot et al. 1988). Dans la plupart des systemes
aqueux naturels, la matiere organique constitue un réservoir important de ligands
pour complexer les métaux et les radionucléides. Dans les zones riches en matiéres
organiques, ces complexes seront sa forme majoritaire. Cette matiére organique est
en fait un amalgame de molécules polyfonctionnelles de différents poids et tailles
moléculaires. Les acides humiques et fulvigues sont des complexants forts de
l'uranium. Les acides humiques sont des composés insolubles et l'uranium qui y est
complexé sera donc immobilisé et non disponible alors que les acides fulviques sont
des composés solubles et l'uranium qui y est complexé sera alors mobile et

biodisponible.

L'étude de l'interaction avec l'uranium est difficile a mettre en place du fait de cette
diversité et de la difficulté a identifier les molécules concernées. Ce seraient les
groupements carboxyliques qui interagiraient avec l'uranyle alors que le rdéle des
groupements phénoliques est plus discuté (Schmeide et al. 1998 ; Lenhart et al.
2000).

b. Influence des acides organiques :

Les acides carboxyliques, comme le citrate, I'acétate ou le malate, sont des espéces
chimiques ubiquitaires* dans I'environnement. Leurs concentrations peuvent
atteindre plusieurs milligrammes par litre de solution du sol. Les acides organiques
sont impliqués dans de nombreux processus du sol incluant la mobilisation et
I'absorption de nutriments par les plantes et les microorganismes, la détoxication des

métaux par les plantes ou la dissolution des minéraux du sol.

De la méme maniére que pour les acides humiques et fulviques, I'uranium forme des
complexes forts et stables avec une large variété d'acides organiques. Les especes

formées sont mobiles et biodisponibles. Le degré de complexation dépend des
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propriétés de l'acide organique considéré (nombre de groupements carboxyliques,

proximité des groupements hydroxyles), de la concentration et du pH (Jones, 1998).

Le complexe d'uranium le plus étudié est le citrate d'uranyle. Le citrate est un
composant commun des activités domestiques et industrielles. Il est de plus
naturellement présent dans la nature de fait de la libération d'exsudats racinaires et
de produits du métabolisme microbien (Jones, 1998). Il forme des complexes avec
l'uranium dans une gamme étendue de pH (Keiling et al. 1991 ; Shahandeh et
Hossner, 2002). Il a notamment été déja utilisé pour mobiliser 'uranium dans les sols

contaminés pour de la phytoremédiation (Huang et al. 1998 ; Ebbs et al. 1998b).

Il existe plusieurs espéces de citrate d'uranyle, dont la répartition dépend du rapport
de concentration citrate sur uranium et du pH (Bailey et al. 2005 ; Dodge et Francis,
1997). lls peuvent étre bidentates*, tridentates, binucléaires ou méme polymériques
(Rajan, 1965 ; Dodge, 2002). La figure 5 nous présente la distribution de ces
especes en fonction du pH dans I'eau pure avec une concentration en uranium de
1mM.

Figure 5 : Diagramme de spéciation déuranium VI a 1mM en solution de citrate a 10mM en fonction du
pH.
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En présence d'autres métaux comme le fer, le citrate peut former des complexes
ternaires avec l'uranium (Dodge et Francis, 1997). Ces complexes seraient plus

stables que les complexes binaires.

La complexation de l'uranium avec d'autres acides a été beaucoup moins étudiée
mais il a été observé des complexes d'acétate d'uranyle (Bailey et al. 2003 ; Jiang et
al. 2002) ou de malate d'uranyle (Markovits et al. 1972 ; Allen et al., 1996).

c. Influence des phosphates :

L'ion uranyle forme différents complexes avec les phosphates en fonction du pH :
UO,H,PO4", UO,HPO4,q et UO,PO4 (Sandino et Bruno, 1992). Il existe d'autres
espéeces de phosphate d'uranyle mais ces trois formes prédominent. Les complexes
de phosphates d'uranyle sont cependant trés peu solubles et précipitent rapidement.
La présence de phosphates dans un systeme contenant de I'U(VI) provoque surtout
la formation de précipités a pH supérieur a 6 comme le montrent les figures 6 et 7 ou
la concentration en uranium et en phosphates varient (la schoepite et le complexe
marqué d’un (c) sont des précipités). Il a été ainsi montré que la complexation de

l'uranium par les phosphates diminuait sa biodisponibilité (Arey et al. 1999).

Figure 6 : Diagramme de spéciation de I'U(VI) & 100uM en solution dghosphates a 1mM en fonction du
pH.
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Figure 7 : Diagramme de spéciation déU(VI) a 1mM en solution de phosphate a 5mM en fonction du pH.

d. Influence des carbonates :

Du fait de I'abondance du CO, et des minéraux carbonatés (calcite et dolomite), les
carbonates jouent un réle primordial dans I'environnement. Expérimentalement, il est
difficile de distinguer les formes de carbonates et on considere en général la somme
des trois espéces (CO3%, HCO3 et H,COs). Dans un systéme ouvert en contact avec
I'atmosphere, ces concentrations dépendent du pH et de la pression partielle en CO»,

celui-ci pouvant se solubiliser dans le milieu.

Dans les solutions carbonatées et dans une gamme de pH rencontrée généralement
dans la nature (entre 3 et 10), il existe au moins trois ligands possibles pour I'uranium
que sont OH", HCO3 et COs*. Leurs concentrations sont dépendantes les unes des

autres.

En solution, il existe trois complexes monomériques de carbonates d'uranyle :
UO2(CO3)ags UO,(CO3),> et UO,(CO3)s* et plusieurs complexes polymériques en
présence de fortes concentrations en uranium et/ou en présence d'une force ionique
importante de la solution. Ces complexes polynucléaires ne sont cependant pas

attendus dans I'environnement en raison de la faible concentration en uranium et des
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faibles forces ioniques des solutions aqueuses naturelles. Les complexes carbonatés
dominent a partir de pH 5 et les especes hydroxylées a partir de pH 11. En I'absence
d'autres ligands compétiteurs, l'uranium sera majoritairement sous forme carbonatée
dans la gamme de pH rencontrée le plus souvent dans I'environnement (Ebbs et al.
1998a ; Echevarria et al., 2001). Si les concentrations en uranium sont supérieures a
1mM, le trimére (UO,)s(COs)s® apparait et si la concentration en uranium est
supérieure a celle des carbonates, les espéces hydroxylées complétent la spéciation
(Clark et al. 1995). Les figures 8 et 9 nous présentent la spéciation de l'uranium dans

une solution aqueuse carbonatée a différentes concentrations.

Figure 8 : Diagramme de spéciation déU(VI) a 100uM en solution decarbonate a 4mM en fonction du
pH.
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Figure 9 : Diagramme de spéciation déU(VI) a 1mM en solution de carbonate a 40mM en fonction du
pH.

Ces complexes de carbonate d'uranyle présentent moins d'affinité que l'ion uranyle
pour les constituants minéraux. Il en résulte une augmentation de la mobilité de

['uranium dans les sols carbonatés.

En présence de calcium en concentration suffisante, la spéciation de I'uranium est
modifiee. Des complexes de CaUO2(CO3)aq se forment entre les pH 6 et 10
(Bernhard et al. 2001 ; Dong et al. 2005).

On peut également noter que les complexes de l'uranyle avec le citrate sont plus
forts que les complexes avec les carbonates. En présence de ces deux ligands,

I'uranium se liera donc plus facilement avec le citrate.
e. Influence des oxydes et hydroxydes de fer et d'aluminium :

Dans les sols formés sous climat chaud principalement, les composés de fer et
I'aluminium sont des sites de fixation importants de l'uranium (Barnett et al. 2000).
Dans ces sols, la matiére organique est souvent absente et son role y est donc
réduit. L'adsorption de l'uranium sur les oxy(hydr)oxydes (ferrihydrite*, goethite*,
hématite*...) ne se produit que par complexation de surface (Ragnarsdottir et
Charlet, 2000).
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f.  Influence des argiles :

D'un point de vue textural, les argiles sont des particules dont le diamétre ne
dépasse pas 2um. Elles peuvent fixer l'uranium avec des efficacités variables selon
leur structure mais contrairement a d'autres meétaux comme le césium, elles ne
jouent qu'un réle secondaire dans la rétention de I'uranium dans les sols a la surface

de ces particules.

3. Complexation de l'uranium dans les eaux de surface

Le comportement de l'uranium dans les eaux de surface est comparable a son
comportement dans la solution du sol. Les mémes parameétres (pH, potentiel
d'oxydoréduction...) régissent les mémes phénomenes. Seule l'adsorption aux
minéraux n'est plus prise en compte mais il existe ici une interaction avec les

sédiments.

En riviere, plus de 90% de l'uranium peut étre associé a la fraction colloidale soit par
liasison avec les colloides de fer soit par association avec les acides humiques
(Moulin et al., 1992 ; Porcelli et al. 1997 ; Moulin et al. 2001). Plus les conditions
sont oxydantes et alcalines, plus la rétention de l'uranium par la matiere en
suspension et les sédiments est faible. A pH acide, la capacité d'échange cationique*
des sédiments peut contribuer & la rétention des ions uranyles, qui peuvent, par
exemple, entrer en compétition avec les ions Ca** (Colle et al. 2001). Une forte
concentration en phosphates peut entrainer la précipitation des ions uranyles et le

transfert de l'uranium vers le compartiment sédimentaire.

Dans les eaux anoxiques, I'environnement est réducteur, I'U(VI) est réduit en U(1V),
insoluble, qui précipite. Il est considéré comme étant immobilisé dans la géosphere*

et il devient indisponible pour les plantes et les microorganismes.

La microflore du sol joue également un réle important dans la mobilité ou la rétention

de I'uranium dans I'environnement comme il est décrit par la suite.
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[Il. TOXICITE DE L'URANIUM

1. L'uranium dans la chaine alimentaire humaine

Les données de la littérature montrent que la principale source d'ingestion provient
des produits végétaux et animaux d'origine agricole avec une faible contribution des
produits de la mer (Upton et Linsalata, 1988 ; Colle et al. 2001). La teneur en
uranium des eaux de boisson est généralement tres faible méme si des exceptions

peuvent étre retrouvées.

Comme l'uranium est présent dans les sols, les plantes peuvent I'accumuler. De
facon générale, il existe une forte corrélation entre la teneur en uranium des sols et
celle des végétaux (Colle et al. 2001). L'uranium est absorbé par les racines et il est
probable que les ligands citrate, carbonate et phosphate jouent un rble non
négligeable dans le transfert sol-plante. Il n'existe cependant que peu d'information
sur la spéciation de l'uranium dans sa translocation dans les végétaux. En regle
générale, l'uranium se retrouve en concentration plus importante dans les racines et
les feuilles que dans les graines (Morishima et al., 1977 ; Sheppard et Evenden,
1988).

L'uranium présent dans les aliments d'origine animale et destinés a l'alimentation
humaine a quatre provenances principales : La nourriture d'origine végétale qui
contient l'uranium du sol absorbé par les plantes, les aliments de compléments
elaborés a partir de phosphates naturels, les eaux d'abreuvement et l'ingestion de

particules du sol par les animaux (Colle et al. 2001).

2. Facteurs influencant la toxicité

L'uranium est un toxique a la fois chimique et radiologique. Sa toxicité est influencée
par différents facteurs qui déterminent sa dangerosité et ses cibles.

La voie d'entrée du contaminant fait varier son devenir dans l'organisme. Le passage
de l'uranium dans le sang est beaucoup plus efficace par les voies respiratoires ou
les blessures que par le tractus digestif (Berard et al. 1994)

Sa solubilité détermine de plus sa distribution dans les tissus. Un composé trés

soluble sera dispersé facilement dans I'organisme alors qu'un composé peu soluble
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restera au site d'incorporation et sera éliminé plus facilement. La solubilité
conditionne ainsi la toxicité de l'uranium, les formes solubles induisant plutét une
toxicité systémique et les formes insolubles favorisant une toxicité localisée au
niveau du lieu de dépét (Hengé-Napoli et al. 2001)

On comprend ainsi que la spéciation de l'uranium est un facteur essentiel pour la
distribution de l'uranium dans l'organisme mais également pour sa toxicité pour les

cellules (Carriere et al. 2004).

3. Cibles de l'uranium

Les cibles de I'uranium ont été largement étudiées auparavant. Nous n'y reviendrons

pas en détail dans ce travail.

Quelles que soient les voies d'entrées, lI'uranium pénétre dans la circulation sanguine
et se complexe aux ligands du plasma que sont les carbonates, les acides
organiques ou les protéines comme la transferrine (Carriere et al., 2006 ; Scapolan et
al. 1997). La disparition de l'uranium du compartiment sanguin provient de sa

filtration au niveau des glomérules rénaux et de sa fixation osseuse.

En effet, les reins constituent I'organe principal d'excrétion de l'uranium. Une fraction
du toxique est ainsi accumulée par les cellules tubulaires proximales (Hengé-Napoli
et al. 2001).

Le squelette représente l'organe de fixation a long terme de l'uranium. Il remplace le
calcium dans les cristaux d'hydroxyapatite*. Sa fixation représente 20 a 30% de

I'activité présente dans le plasma (Hengé-Napoli et al. 2001).

4. Radiotoxicité

La radiotoxicité* de I'uranium naturel est due aux radiations ionisantes issues de la
décroissance physique des isotopes de l'uranium, ainsi que de leurs descendants.
Un des parameétres permettant d’estimer I'importance de la radiotoxicité d’'une source
radioactive est son activité spécifique. Or, la radioactivité spécifique de l'uranium
naturel est faible. Il est donc généralement considéré gu’en présence de cet uranium
naturel, I'effet des radiations ionisantes est négligeable par rapport a I'effet chimique.

Cependant, comme I'élément est capable de remplacer durablement le calcium dans
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les structures osseuses, il peut apparaitre des dommages sur le long terme a ce
niveau. En effet, l'uranium fixé sur I'os ne sera pas relargué et éliminé. Il provoquerait
I'apparition d'ostéosarcomes. L'uranium appauvri a montré un pouvoir transformant
sur une lignée d'ostéoblastes humains. Les cellules transformées sont notamment
caractérisées par l'induction de l'expression d’'un oncogene et la réduction de la
production d’une protéine suppresseur de tumeur (Hengé-Napoli et al. 2001).

La radiotoxicité pulmonaire est négligeable et n'apparait que lorsque l'organisme est
soumis a une exposition importante et longue de particules d'uranium. Le tissu rénal
est considéré comme peu radiosensible et lI'uranium est éliminé assez rapidement

pour ne pas entrainer de tels types de dommages (Hengé-Napoli et al. 2001).

5. Chimiotoxicité*

La toxicité chimique de l'uranium est plus importante que sa toxicité radiologique.
Comme les reins sont l'organe cible de l'uranium, elle est principalement d'ordre
néphrotoxique. L'atteinte rénale due a l'uranium se caractérise par des signes
clinigues mais également des atteintes au niveau histologique et cellulaire (Hengé-
Napoli et al. 2001).

Il est suggéré que l'uranium, apreés une intoxication aigué, induit un stress oxydant et
de l'apoptose et également de la nécrose aux fortes concentrations avec d'importants
dommages a I'ADN. Au contraire, lorsque les cellules sont exposées a de l'uranium
de maniere chronique a plus faible concentration, il semble que les dommages a
I'ADN diminuent avec le temps. La cellule deviendrait plus résistante a l'uranium.
Celui-ci serait génotoxique* et induirait des transformations cellulaires (Thiebault et
al. 2007).

La spéciation de l'uranium est essentielle et contréle sa toxicité. Il a été montré que
la présence de citrate augmentait sa biodisponibilité aux cellules et ainsi sa toxicité
(Carriere et al. 2006). Il existe également une relation étroite entre le taux

d'accumulation de l'uranium et sa toxicité.

Il convient donc de lutter contre ce toxique qui peut atteindre de fortes concentrations
dans l'environnement lors de pollution. Nous allons voir les interactions entre
l'uranium et les microorganismes et montrer que ceux-ci peuvent étre employés a
des fins de bioremédiation.
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IV. INTERACTION ENTRE L'URANIUM ET LES MICROORGANISMES

Les activités microbiennes peuvent causer la dissolution, la mobilisation ou
I'immobilisation de 'uranium dans les sols et les eaux. On peut diviser ces processus
selon que la bactérie est directement impliquée ou non. Les interactions indirectes
causent un changement de [l'environnement local, du pH ou du potentiel
d'oxydoréduction par exemple, ce qui peut provoquer un changement dans la
spéciation de l'uranium. Les interactions directes, par contre, correspondent a I'action
du microorganisme sur l'uranium, par oxydation, réduction, accumulation ou
adsorption grace a la cellule elle-méme ou grace a des molécules membranaires ou

capsulaires comme des exopolymeres (Panak et al. 1998).

La figure 10 schématise ces principales interactions mises en évidence entre les

métaux et les microorganismes.

Figure 10 : Les différents mécanismes de résistance des bactéries contre les métaux (M). (D'aprés Valls et
Lorenzo, 2002).

Le tableau 2 répertorie les principales bactéries interagissant avec ['uranium

référencées dans la littérature.
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Tableau 2 : Exemples de bactériemteragissant avec l'uranium.

Souche

Référence

Réduction

Desulfosporosinus spp.
Clostridium spp.

Shewanella oneidensis
Shewanella putrefasciens
Geobacter sulfurreducens
Geobacter metallireducens
Desulfovibrio desulfuricans
Salmonella subterranea sp. nov.

Deinococcus radiodurans R1

Suzuki et al. 2003, Nevin et al. 2003
Suzuki et al. 2003

Liu et al. 2006

Abdelouas et al. 1998, Brooks et al. 2003
Brooks et al. 2003,

Lovley et al., 1991

Sani et al. 2004, Panak et al. 1998,
Lovley et Phillips 1992

Shelobolina et al. 2004

Fredrickson et al. 2000

Accumulation

(de surface ou
intracellulaire)

Citrobacter freudii
Acidithiobacillus ferrooxydans
Pseudomonas fluorescens
Bacillus subtilis
Halobacterium halobium
Bacillus cereus

Bacillus sphaericus
Microcystis aeruginosa

Thiobacillus ferrooxydans

Xie et al. 2007
Merroun et al. 2003
Francis et al. 2004

Fowle et al. 2000, Gorman-Lewis et al.
2005, Francis et al. 2004

Francis et al. 2004

Selenska-Pobell et al. 1999

Pollmann et al. 2005, Merroun et al. 2005
Li et al. 2004

Panak et al. 1998

Précipitation

Arthrobacter sp.

Bacillus sp.

Rahnella sp.

Halomonas sp.
Microbacterium oxydans
Pseudomonas aeruginosa

Citrobacter sp.

Martinez et al. 2007
Martinez et al. 200
Martinez et al. 200
Francis et al. 2004
Nedelkova et al. 2007
Renninger et al. 2004

Macaskie et al. 2000, Jeong et al. 1997
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Du fait de leur capacité a transformer des formes chimiques mobiles et toxiques
d'uranium en formes insolubles, les microorganismes sont envisagés pour des

processus de décontamination, ou bioremédiation.

1. Reéduction de l'uranium

Des bactéries hétérotrophes* (voir partie B) peuvent catalyser la réduction
enzymatique de [I'U(VI) en U(IV) dans certaines conditions de potentiel
d’oxydoréduction et de pH. Le point commun a I'ensemble des microorganismes

pouvant réduire lI'uranium(VI) est leur capacité a croitre en condition anaérobie*.

La réduction de I'U(VI) a d’abord été montrée sur Veillonella alcalescens (Woofolk et
Whiteley. 1962) puis 30 ans plus tard sur Geobacter metallireducens et Shewanella
putrefaciens (Lovley et al. 1991). Ces organismes utilisent I'U(VI) comme accepteur
d’électrons a la place de Fe(lll). Cette réduction n'est pas abiotique et la présence de
cellules vivantes est nécessaire pour observer le phénoméne (Lovley et al. 1991).
D’autres bactéries réductrices de sulfates, présentes initialement dans les eaux
naturelles, sont également capables de réaliser cette réduction, comme le genre

Desulfovibrio par exemple (Lovley et Phillips, 1992).

Il a été montré que des bactéries réductrices de sulfates, présentes naturellement
dans les eaux provenant d’anciennes mines d’'uranium, pouvaient réduire, en
anaeérobie, I'U(VI) en U(IV) insoluble sous forme d’uraninite* comme le montre la
figure 11 (Panak et al. 1998, Suzuki et al. 2003, Abdelouas et al. 1998).

Figure 11 : Diminution de la concentration en U¥I) en solution aprés 3 jours en présence deesulfovibrio
desulfuricanset d'une eau provenant d'une mine d'uranium. (D'aprés Panakt al 1998).
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Il existe une grande diversité de microorganismes pouvant réduire 'U(VI) en U(IV)
allant des archéobactéries aux bactéries fermentatives incluant les bactéries

réductrices de métaux qui semblent les plus a méme de réaliser cette réduction.

En condition anaérobie, les microorganismes utilisent d’autres accepteurs finaux
d’électrons que l'oxygene. Le couplage de l'oxydation des composés organiques
avec la réduction du nitrate est plus thermodynamiquement favorable que la
réduction d'autres accepteurs d’électrons présents dans le milieu (SO4*, Mn(IV) ou
U(VI)). En ajoutant des nutriments (comme de l'acétate) et/ou des sulfates a des
eaux naturelles contaminées par de I'uranium, l'activité de certains microorganismes

est stimulée afin de réduire 'U(VI) en U(1V).

Une approche de stimulation in situ de bactéries réductrice de métaux dans des eaux
contaminées a ainsi été conduite (Anderson et al. 2003). Une injection d’acétate,
donneur d’électrons, a été réalisée pendant trois mois dans un sol. Aprés neuf jours,
la concentration en uranium VI a commencé a décroitre en paralléle avec une
augmentation de la concentration en Fe(ll) et un enrichissement en espéces de
Geobacter, connues pour étre des bactéries réductrices de Fe(lll). Apres 39 jours
cependant, la composition de la flore bactérienne a commencé a changer avec une
dominante de microorganismes réduisant les sulfates. La concentration en U(VI) a
commenceé a croitre avec une diminution de Fe(ll), de I'acétate et du sulfate et une
accumulation de sulfite. La composition précise de la flore du sol et de I'eau exerce
donc un contréle sur la spéciation de I'uranium. Celui-ci peut également étre réoxydé

dans ces mémes sols sous certaines conditions (Wan et al. 2005)

Les facteurs qui pourraient améliorer ou inhiber la réduction bactérienne de I'U(VI)
sont mal définis. En effet, cette réduction est difficile a prévoir et les résultats obtenus
dans des conditions particulieres et pour un microorganisme défini ne sont pas
nécessairement transférables a d’autres conditions ou a dautres espéces

bactériennes.

La présence de carbonates, par exemple, provoque des réactions différentes selon
les especes bactériennes. Alors que G. metallireducens et S. putrefaciens sont
capables de réduire l'uranium en présence de cet élément (Lovley et al. 1991),
Desulfotomaculum reducens (Tebo et Obraztsova, 1998) et Desulfosporosinus
orientis (Suzuki et al. 2004) en sont incapables. La nature des acides organiques
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complexés a l'uranium semble également induire une différence de vitesse de

réduction par D. desulfuricans (Ganesh et al. 1997)

Il a également été montré un effet prononcé de Ca** sur la réduction bactérienne de
I'U(VI) en présence de carbonate. La présence de calcium, a des concentrations de
I'ordre du millimolaire, cause une diminution importante de la vitesse de réduction de
U(VI) en anaérobie par des bactéries réductrices de métaux comme présenté sur la
figure 12 (Brooks et al. 2003). L'U(VI) serait un accepteur d’électron moins efficace
sous forme de complexes Ca-UO,-COs;. Or, les complexes CaUO,(COs)s> et
Ca,UO,(CO3); sembleraient étre des especes dominantes dans la nature dans des
sols calciques. lls n'ont été mis en évidence que récemment et les données
thermodynamiques présentes dans les tables de calculs de spéciation sont encore

discutées.

Figure 12 : Réduction d'uranium VI en solution parS. putrefaciensa différentes concentrations en C4 en
présence de carbonates (Brookst al. 2003).
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Les imageries par microscopie électronique montrent des précipités d'uraninite en
dehors des bactéries (Lovley et Phillips 1992) mais également sur les membranes
(Abdelouas et al. 1998, Figure 13) et dans le périplasme (Suzuki et al. 2004). Ces
observations montrent que des réductases seraient présentes dans la membrane

plasmique et I'espace intermembranaire.

Figure 13 : Observation de précipités d'uraninite a lssurface de bactéries par microscopie électronique a
balayage. (D'aprés Abdelouast al 1998).

La probabilité de réoxydation de I'U(IV) existe. Des réactions abiotiques peuvent étre
observées en présence de nitrate (Finneran et al. 2002). Thiobacillus denitrificans a

également la capacité de dissoudre les oxydes d'uranium(IV) (Beller, 2005).

2. Accumulation/biosorption de l'uranium

De nombreuses bactéries sont capables d'accumuler I'uranium ou de l'adsorber a la

surface de leur paroi bactérienne.

La figure 14 présente I'accumulation et I'adsorption de l'uranium par deux souches

de Thiobacillus ferrooxydans a différents pH (Panak et al. 1998).
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Figure 14 : Accumulation totale (a) et adsorption (b) de l'uranium par deux souches déiobacillus
ferrooxydansa pH 1,5 et pH 4 en fonction de la concémation initiale en ur anium. (D'aprés Panaket al
1998).

Bacillus sphaericus est capable de lier sélectivement des métaux lourds comme le
cuivre, le plomb, I'aluminium, le cadmium mais aussi l'uranium. Une souche de cette
espece a été isolée dans une mine d'uranium en Allemagne (Pollmann et al. 2005).
D'autres espéeces de ce méme genre bactérien a Gram* positif ont été étudiées pour
leur capacité a adsorber l'uranium (Selenska-Pobell et al. 1999, Gorman-Lewis et al.
2005, Fowle et al. 2000). Des bactéries a Gram négatif et des cyanobactéries* sont

également capables de lier l'uranium (voir tableau 2).

Une enveloppe de protéines de surface adoptant une structure pseudo-cristalline,
dite S Layer, est présente a la surface de certaines bactéries et peut lier 'uranium a
de fortes concentrations (jusqu'a 20 mg U / g de protéines) ainsi que des métaux
nobles comme le palladium, le platine ou I'or (Merroun et al. 2005). Cette structure

est commune a de nombreux groupes phylogénétique de bactéries, a la fois chez les
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bactéries a Gram positifs et les bactéries a Gram négatifs (Sara et Sleytr, 2000). Elle
a un fort potentiel dans les applications biotechnologiques et les applications de
bioremédiation. Il a été montré, grace a des observations par microscopie
électronique en transmission et par des techniques de spectroscopie d'absorption
des rayons X, que l'uranium se fixait aux groupes phosphates de ces protéines
paracristallines de surface mais également aux groupements phosphates et
carboxyles des lipopolysaccharides* (LPS) (Barkleit et al. 2007), des acides
teichoiques* (Doyle et al. 1980) et des molécules présentes a la surface des parois

bactériennes (Francis et al. 2004).

Le pH semble jouer un réle important dans la complexation de l'uranium sur ces
différents groupes. Un pH trés acide (pH "2) favoriserait la liaison aux phosphates
alors que la contribution des groupes carboxyles interviendrait a partir de pH 4,5
(Merroun et al. 2006). Les observations par microscopie €électronique en transmission
montrent que les complexes d'uranium a la surface des bactéries sont principalement
des précipités. On remarque donc que cette accumulation, déterminée par la
diminution de la concentration en uranium dans le milieu de culture, est finalement
tres proche d'une précipitation et qu'il est complexe de séparer les deux phénoménes

qui semblent reliés.

3. Précipitation de l'uranium(VI)

En plus des groupes phosphoryles présents a la surface des bactéries, les
microorganismes peuvent relarguer des phosphates dans le milieu qui s’associeront
avec 'uranium pour former des especes peu solubles (Renninger et al. 2004).

La figure 15 nous montre des précipités d'uranium a la surface d'une espece de
Microbacterium (Nedelkova et al. 2007)

Figure 15 : Observations au microsgpe électronique en transmission de précipités d'uranium au contact
d'une espéce dMicrobacterium (Nedelkovaet al 2007).
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Chez Cupriavidus metallidurans CH34, le périplasme est naturellement alcalin du fait
de la perte de protons provenant de I'efflux des métaux. Le CO, est donc converti en
carbonate dans l'espace périplasmique et ceux-ci forment des complexes avec les

métaux qui peuvent précipiter.

Pour ces raisons, C. metallidurans CH34 semble étre une souche potentiellement
intéressante dans les stratégies de bioremédiation de I'uranium. Il en de méme pour
R. palustris en anaérobie car dans ces conditions, elle synthétise des thylakoides

potentiellement riches en phosphates.

V. ETUDE DES COMPLEXES D'URANYLE PAR SPECTROSCOPIE

D’ABSORPTION X

L’association de [luranium avec la surface des cellules bactériennes est
principalement due a des interactions physiques et chimiques impliquant I'adsorption,
I'échange d’'ion, et la complexation, qui ne dépendent pas directement du

métabolisme.

Les parois cellulaires présentent des groupes fonctionnels a leur surface tels que des
groupes carboxyles, hydroxyles, amines et phosphates, qui peuvent former des

complexes avec l'uranium (Fowle et al. 2000).

La résonance magnétique nucléaire (RMN) du P a montré que 'uranium était lié
aux groupes phosphates des phospholipides* de Mycobacterium smegmatis et que
les groupes phosphates et carboxyles du peptidoglycane* étaient également

impliqgués dans cette liaison (Andres et al. 1994).

La spectroscopie a fluorescence laser résolue en temps a montré des spheres de
coordination de l'uranium avec des groupes organophosphates a la surface de
différents genres bactériens (Thiobacillus, Bacillus...). Les polysaccharides, les
acides teichoiques et les couches de phospholipides* sont responsables de ces

interactions (Panak et al. 1999).

Plusieurs études EXAFS ont été menées sur les complexes d’'uranyle associés aux
cellules bactériennes. Afin d'identifier la nature des molécules en interaction avec

I'ion uranyle, il est nécessaire de connaitre les parameétres structuraux des différents
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complexes pouvant étre présent dans ces interactions. Nous allons donc d'abord
réaliser une vue d'ensemble de ces structures avant de nous intéresser aux

complexes d'uranyle sur les membranes bactériennes.

L'ion uranyle UO,** posséde toujours deux oxygénes axiaux (Oay). Cette liaison est

trés rigide et ainsi, sa longueur varie peu, quel que soit le complexe étudié.

Lorsqu'elle est présente, la longueur de la liaison uranium — oxygéne équatorial (U-
Oeq), dépend fortement de la géometrie de coordination et est differentiable selon les
différents types de coordination. Les effets stériques et le nombre de ligands
influencent la longueur de la liaison entre I'atome central d'uranium et le nombre
d'atomes d'O¢q. La moyenne de ces longueurs, qui sont mesurables par EXAFS,

nous indique le type de coordination de 'uranium.

L’ion uranyle peut étre coordonné par 4, 5 ou 6 atomes d’oxygene dans le plan
équatorial formant des polyedres a géométrie respectivement bipyramidale carrée,
pentagonale ou hexagonale. La longueur moyenne des liaisons est: U-Oeq bipyr =
2,26 A, U-Ogq pent = 2,34 A et U-Ogq nexa = 2,46 A (Bruns et al. 1996).

Une troisieme sphére de coordination lointaine peut également étre mise en

évidence. Il s'agit en général d'atomes de carbone ou d'atomes de phosphore.

1. Les complexes de phosphates d'uranyle

Plusieurs complexes de phosphates d'uranyle ont été étudiés par spectroscopie
d'absorption X. Les phosphates peuvent étre organiques et inorganiques. Le tableau
3 donne les valeurs des longueurs de liaison, du nombre de coordinance et du

facteur de Debye-Waller, qui représente le degré de désordre de la liaison.
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Tableau 3 : Parametres structuraux,déterminés par EXAFS, des complexes d'uranium avec différents
phosphates a différents pH. R représnte la longueur des liaisond\l le nombre de coordination etV le

facteur de debye-Waller. Les incertitudes sont de 0,02 A pour R et 20% pour N.

Complexe Liaison R (A) N
U — Ox 1,78 2
UO2(H2PO4),

U — O 2,29 3

(Panak et al. 2002)
U-P 3,60 2
U — Ox 1,76 2

U - AMP

U — Oeq 2,32 6

(Panak et al. 2002)
U-P 3,58 1

Il existe une différence entre les complexes de phosphate d'uranyle organique et de

phosphate d'uranyle inorganique. Elle se situe surtout au niveau du nombre

d'oxygéne équatoriaux. L’'uranium pourrait étre entouré de groupes phosphates

similaires mais dans un arrangement différent que

le phosphate d’'uranyle

inorganique. La distance entre I'atome d'uranium et celui de phosphate d'environ

3,60 A est typique des liaisons monodentates* des groupes phosphates.

La figure 16 montre une représentation schématique d'un complexe de phosphate

d'uranyle.

Figure 16 : Représentation schématique d'un complexe de phosphate d'uranyle. (D'aprés Kedlyal.

2002).
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2. Les complexes de carbonate d'uranyle

L’ion UO,(CO3)s* est I'espéce prédominante en solution carbonatée en absence de
calcium. Il possede au moins trois spheres d’atomes autour de I'atome central
d’uranium. La premiére sphére contient les deux oxygénes axiaux a 1,79 + 0,02 A de
I'atome d'uranium, la deuxiéme contient les six oxygénes équatoriaux a 2,44 A + 0,02
et la troisiéme contient les trois carbones a 2,89 + 0,02 A (Bernhard et al., 2001 ;
Kelly et al., 2007). Une quatriéme sphére éloignée de l'atome d'uranium (>4A)
contient des atomes d'oxygéene distants. Dans I'environnement, les différentes formes
de carbonate d'uranyle se distinguent par la nature du contre ion et le degré
d'hydratation. Il n'y a cependant pas de différences dans les paramétres des
premieres spheres de coordination (Amayri et al, 2005). La figure 17 montre une
représentation schématique de l'ion (UO2)(COs)s*. La longueur de la liaison U — C
est typique des liaisons bidentates, c'est-a-dire qui forme deux liaisons sur le méme
atome de carbone (voir représentation schématique).

Figure 17 : Représentation schématiqudes sphéres de coordination de (U§{COz):* (D'aprés Kelly et al,
2007).
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3. Les complexes d'uranium et d'acides organiques

Plusieurs complexes d'acides organiques d'uranyle ont été étudiés en spectroscopie

d'absorption X. Le tableau 4 montre les paramétres calculés pour chaque complexe.

Tableau 4 : Parametres structuraux des complexesutanium, déterminés par EXAFS, avec différents
acides organiques a différents pH. R représente la longueur des liaisons, N le nombre de coordinatioVet
le facteur de debye-Waller. Les incertitudesont de 0,02 A pour R et 20% pour N.

Complexe Liaison R (A) N Référence
U — O 1,77 2
(UO,)-Acétate
U — Ogq 2,41 45 Bailey et al. 2004
pH 2-3 en solution
U-cC 2,92 2
U — O 1,78 2,3
(UO,).(Malate), U — Oeq1 2,33 2,7
Allen et al. 1996
pH 2 en solution U — Ocq2 2,45 2,7
U-cC 2,94 2
U — O 1,78 2,3
(UOQ)z(Citrate)z
U — Ogq 2,38 5 Allen et al. 1996
pH 3,8 en solution
U-C 2,94 2
U — Oux 1,77 2,2
(UOz)Fe(Citrate), Dodge et Francis,
U — Ogq 2,37 53 2003
pH 6 en solution
U-C 2,96 2

Les complexes de citrate et de malate d'uranyle a pH acide donnent des résultats
équivalents concernant les longueurs de liaison et le nombre de coordination. La
modélisation des oscillations EXAFS du malate d'uranyle fait apparaitre deux
sphéres d'oxygenes équatoriaux. Il est possible de ne faire apparaitre qu'une seule
sphére. Le résultat serait une liaison de 2,38 A avec 5 atomes d'oxygéne ce qui
correspond aux valeurs du citrate d'uranyle. Le citrate et le malate font tous les deux
parties du cycle des acides tricarboxyliques (ou cycle de Krebs*) et possédent des
fonctions carboxyliques et hydroxyles proches. Il est donc logique que leur structure
complexé a I'uranium soit proche. Les formules développées du malate, du citrate et
de l'acétate sont données en annexe A et sur la figure 18. Il a également été montré
une influence du pH et du ratio [Citrate]/[Uranium] dans la formation d'espere
monomeére UO,(Cit)” ou d'espéce polynucléaire (UO,),(Cit),> & température ambiante
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(Bailey et al., 2005). L'espece monomere est dominante lorsque le ratio est inférieur
a 2 avec en parallele un pH inférieur a 1,8. Au-dela, l'espéce polynucléaire est

majoritaire.

Figure 18 : Formule semi-développée du l'acétat(A), du citrate (B) et du malate (C).

Les résultats pour l'acétate d'uranyle sont peu différents. lls font apparaitre des
longueurs plus longues de liaison U — O¢q. Cependant, l'incertitude des mesures fait

gu'elles ne sont pas significativement différentes.

On peut également noter une différence de longueur des liaisons U — Og¢q entre les
complexes d'acides organiques et les carbonates. La nature de la liaison entre
l'uranium et ces composés est pourtant identique car elle fait intervenir un
groupement carboxylique. La différence se situe au niveau de la structure plus
encombrante des acides organiques qui présente un atome de carbone
supplémentaire aprées le carbone alpha et non pas un oxygene, ce qui est le cas pour
le carbonate. La fonction hydroxyle proche du groupement carboxylique pourrait
€galement intervenir dans la stabilité du complexe et les parametres des liaisons
(Bailey et al, 2005).

La figure 19 nous représente une certaine forme d'acétate d'uranyle. Comme pour

les carbonates, la liaison aux carbones serait bidentate.

Figure 19 : Structure de I'acétate d'uanyle. (D'aprés Kdly et al. 2002).
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4. Les complexes d'uranium associés aux membranes

bactériennes

D'apres les paragraphes précédents, on peut voir que la détermination des
groupements mis en jeu dans les complexes peut étre réalisée grace aux longueurs
des liaisons U — O¢q. En effet, cette liaison dépendant fortement de la géométrie de
coordination, des effets stériques et du nombre de ligand, il est possible de
distinguer les différents groupes : complexes de phosphate d'uranyle (&,28A),
complexes de carbonate d'uranyle (8,44A) et complexes d'acides organiques
d'uranyle ( 8,38R). Ces complexants de l'uranium peuvent tous étre retrouvés chez
les microorganismes, que cela soit au niveau intracellulaire ou au niveau

membranaire.

Plusieurs complexes d'uranium associés a des bactéries ont été étudiés par
spectroscopie d'absorption X. Les spectres des complexes uranium-bactéries ont été
comparés aux standards précédemment cités afin de déterminer la nature des

liaisons mises en jeu.

Des études sur le genre Bacillus ont montré que l'uranium était principalement
complexé aux groupes phosphates avec une longueur de liaison U — Ogq de 2,287
(Hennig et al. 2001), complexé a 'AMP (Panak et al. 2002) ou aux phosphates des
membranes et des parois bactériennes (Merroun et al. 2005, Kelly et al. 2002). Cette
derniere étude montre également une complexation a des groupes carboxyles de
facon bidendate alors que la liaison aux phosphates est monodendate. Ces
complexes sont visibles par microscopie électronique en transmission. Chez les
bactéries a Gram positif, la liaison de l'uranium se ferait par les groupes carboxyles
du peptidoglycane et les groupes phosphates des acides teichoiques* (Doyle et al.
1980). Chez les bactéries a Gram négatif, les groupements phosphates des
lipopolysaccharides (LPS) seraient responsables de la complexation de I'uranium au
microorganisme (Ferris et Beveridge 1986 ; Langley et Beveridge 1999 ; Panak et al.
1999 ; Barkleit et al. 2007). Ces résultats ont été confirmés sur d'autres bactéries
comme A. ferrooxydans (Merroun et al. 2003), P. flurorescens ou Halomonas sp.

(Francis et al. 2004).

Ces études ont été réalisées en général aux pH optimaux de croissance des

bactéries. A pH bas, il a été montré que l'uranyle se liait exclusivement aux
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phosphates mais qu'un accroissement du pH favorisait la liaison de l'uranium aux
groupes carboxyles (Merroun et al. 2005, Kelly et al. 2002). Plusieurs autres études
par spectroscopie d'absorption des rayons X confirment la présence de complexes

d'uranium avec ces mémes groupes.

Méme si la bactérie possede une grande variété de groupes fonctionnels, toutes les
études montrent que le phosphate est le complexant prédominant de I'uranium chez
les bactéries. Cependant, I'uranium associé aux bactéries peut étre remobilisé par la
mise en contact d’agents chélatants comme 'EDTA, le citrate ou Na,CO3; (Panak et
al. 1999).

Les formes chimiques solubles de l'uranium les plus susceptibles d'étre formées
dans l'environnement sont donc les carbonates d'uranyle et les acides organiques
d'uranyle. Nous allons essayer de les former dans les milieux de culture de nos trois

bactéries.

D'autre part, différents comportements bactériens envers l'uranium ont été décrits.
Nous allons nous placer dans les conditions permettant de les mettre en évidence,

en choisissant les trois souches décrites dans la partie suivante.
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PARTIE B : MODELES BACTERIENS ETUDIES

|. MODELE D'ETUDE RESISTANT AUX METAUX . CUPRIAVIDUS

METALLIDURANS CH34

1. Description générale :

La bactérie Cupriavidus metallidurans CH34 a été isolée pour la premiére fois en
1976 dans des sédiments riches en zinc d’'une usine en Belgique (Mergeay et al.
1978).

Cette bactérie est multirésistante aux métaux lourds et aux métalloides (Mergeay et
al. 1985 ; Roux et al. 2001). Elle a d'abord été caractérisée comme résistante a
Zn(I1), Cd(ll) et Co(ll) puis, plus tard, & Ni(ll), Cu(ll), CrO4* (Cr(VI)), Hg(ll), Pb(ll),
Se(lV) et Se(VI) (Mergeay et al. 1985).

C. metallidurans CH34 est un bacille* a Gram négatif non sporulant de la famille des

-protéobactéries* qui possede une forme circulaire et qui se présente généralement
sous forme simple. Elle forme de rares paires ou de courtes chaines. Sa température
optimale de croissance est de 30°C. Elle est mobile grace a un flagelle péritriche a
30°C mais immobile & 37°C (Mergeay et al. 1985). La figure 20 présente une

observation de la bactérie en microscopie électronique en transmission.

Figure 20 : Observation deCupriavidus metalliduransCH34 en condition aérobie a 30°C en milieu
classique par microscopie €électroniquen transmission (ce travail).

73



Le métabolisme de C. metallidurans CH34 est de type oxydatif. Elle est chimiotrophe
(voir tableau 5) car elle utilise I'énergie chimique au contraire des bactéries
phototrophe qui tirent leur énergie de la lumiere. Elle peut utiliser le CO, comme
source de carbone et le dihydrogene comme source d'énergie grace a deux
hydrogénases. Elle est aéro-anaérobie facultative, c'est-a-dire qu'elle peut croitre en
absence de dioxygene sous certaines conditions, en présence de nitrate comme
accepteur final d'électron. Elle peut également utiliser une large gamme de substrats
comme source de carbone a I'exception notable des sucres. Ainsi, la bactérie n’est
pas capable d'utiliser le fructose, ce qui permet de la distinguer de C. eutrophus H16
qui, elle, peut dégrader la molécule. Dans ces conditions hétérotrophe, plusieurs
molécules sont utilisables comme le gluconate, I'acétate, le lactate, le succinate ou
I'azélate. Le tableau 5 résume les différentes conditions favorables a la croissance

de la souche.

Tableau 5 : Conditions favorables a la croissance d& metalliduransCH34.

o Chimio- Chimio- Chimio- o
Type Chimio-litho- Chimio-organo-
_ organo- organo- organo- .
trophique autotrophe . hetérotrophe
autotrophe | hétérotrophe | autotrophe
Substrat Substrat
Source de ) _
CO, CO, organique sauf CO; organigue sauf
carbone
les sucres les sucres
Substrat Substrat
, Substrat , Substrat
Source organique ) organique _
) _ H> organique sauf organique sauf
d'énergie sauf les sauf les
les sucres les sucres
sucres sucres
Accepteur
_ i 0O, 0O, (O NO3 NO3
final d'électron
Condition , , _ _ _
o Aérobie Aérobie Aérobie Anagérobie Anagérobie
d'oxygénation

Elle est également capable de synthétiser de longues chaines polycarbonées,
comme le polyhydroxybutyrate (PHB), pour la mise en réserve de sources de
carbone. Cette particularité est exploitée par lindustrie pour la fabrication de

bioplastique (Pohlmann et al. 2006)
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Certaines propriétés de C. metallidurans CH34 font que la bactérie est un candidat
potentiel pour les applications a la biodépollution de I'environnement. En effet, elle
est capable de dégrader certaines molécules aromatiques toxigues comme le
toluéne ou le benzéne (Merlin et al. 1997 ; Springael et al. 1996) ou de séquestrer et
de transformer le sélénite toxique en sélénium élémentaire moins nuisible (Sarret et
al. 2005). La bactérie pourrait ainsi étre utilisée pour le traitement de sols ou
d’effluents pollués (Diels et al., 1999 ; Diels et al., 1995b).

2. Taxonomie de la souche

La taxonomie de la souche a fortement évolué depuis sa découverte au gré des

découvertes biochimiques d’abord puis moléculaires ensuite.

Elle a initialement été apparentée aux bactéries Alcaligenes avec la découverte de
ses deux hydrogénases (Mergeay et al. 1995)

En 1995, une analyse taxonomique basée sur I'ARN 16S coupléee a des
caractérisations phénotypiques a amené le reclassement de la bactérie dans le
genre Ralstonia (Yabuuchi et al. 1995)

En 1999, différentes souches de cette famille ont été testées pour leur capacité a
croitre dans un environnement riche en métaux lourds (Brim et al. 1999). Elles ont
été rassemblées dans un sous groupe appelé "Ralstonia eutropha-like metal-
resistant strains”. En 2001, le nom de Ralstonia metallidurans a été donné a la
souche CH34 en raison de sa capacité a résister a de nombreux métaux lourds
(Goris et al. 2001).

En 2004, de nouvelles analyses révelent une séparation du genre Ralstonia en deux
sous-groupes. La lignée Ralstonia eutropha comprenant la souche CH34 est alors
rebaptisée Wautersia (Vaneechoutte et al. 2004).

Dans la méme année, toutes les bactéries appartenant au genre Wautersia sont
reclassées dans le genre Cupriavidus et ceci en raison de différentes regles du code
international de nomenclature des bactéries (Vandamme et Coenye, 2004).

Le tableau 6 résume cette succession de dénomination de la bactérie au cours du

temps
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Tableau 6 : Historique de la nomenclature de la bactéri€upriavidus metallidurans.

Période Nomenclature

Avant 1995 Alcaligenes eutrophus
1995-1999 Ralstonia eutropha
1999-2001 Ralstonia eutropha-like
2001-2004 Ralstonia metallidurans

2004 Wautersia metallidurans

2004 a aujourd'hui Cupriavidus metallidurans
3. Génome :

Le génome de C. metallidurans CH34 est totalement séquenceé et disponible :

http://genome.jgi-psf.org/finished microbes/ralme/ralme.home.html

http://genome.ornl.gov/microbial/rmet/

Son séquencage a débuté en 2000 et a été achevé en 2006 par le Joint Genome
Institute. Il est constitué de quatre réplicons : un chromosome de 3,9Mb, un
mégaplasmide de 2,6Mb et de deux plasmides géants pMOL28 de 171kb et pMOL30
de 234kb.

La plasticité génomique de C. metallidurans CH34 lui permet de s'adapter a des
conditions environnementales extrémes (Taghavi et al. 1997). La bactérie cultivée a
37°C exprime de nouvelles fonctions qui proviennent de mutations. La génération de
mutants résulte de l'activité d'éléments génétiques mobiles qui provoquent des
délétions, des excisions ou des inversions au niveau de I'ADN qui peuvent étre
|étales pour la bactérie. Ces mutations ont également des effets phénotypiques
comme des pertes de résistances a certains métaux lourds, en particulier ceux

impliquant I'opéron czc (Mergeay, 2000).
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4. Résistance aux élémen ts-traces meétalliques :

La notion de "métaux lourds" possede plusieurs définitions différentes. Ce terme a
eté recemment remplacé par celui de "éléments-traces métalliques” (ETM).

Certains auteurs définissent les métaux lourds comme les éléments métalliques
ayant une masse volumique supérieure & 4 ou 5g/cm®. Pour d'autres, il s'agit des
éléments métalliques compris entre le cuivre et le plomb dans le tableau périodique
des éléments excluant donc le fer et le chrome. A cause du caractére potentiellement
toxique de certains métaux lourds comme le mercure, le plomb ou le cadmium, on
inclut parfois dans cette catégorie certains éléments toxiques comme l'arsenic, qui

est un métalloide.

Certains métaux sont des cofacteurs* indispensables a la bactérie pour le
fonctionnement de ses enzymes mais ils deviennent toxiques a forte concentration.
Par exemple, le zinc est un cofacteur des ADN polymérases (Springgate et al. 1973)
et le nickel est nécessaire a certaines uréases (Dosanjh et al., 2007). Au vue de la
grande variété d'ETM (plus de cinquante éléments) et de leurs effets biologiques, la
bactérie doit réguler leur concentration intracellulaire et son homéostasie* (Nies,
1999). La concentration de ces éléments doit rester homéostatique sans atteindre

des niveaux toxiques.

Les éléments-traces métalliques peuvent entrer dans la cellule bactérienne par deux
voies distinctes. Le premier systéme est rapide et non spécifique. Il fait intervenir des
porines exprimées constitutivement et il dépend exclusivement d'un gradient de
concentration chimioosmotique* entre le milieu intérieur et le milieu extérieur. De
nombreux substrats empruntent cette voie. Le deuxiéme systeme est spécifique de
I'élément considéré et consiste en une internalisation a travers un transporteur. Une
consommation d'énergie, par hydrolyse de I'ATP par exemple, est nécessaire. Ces
transporteurs sont souvent inductibles. lls sont exprimés en réponse a une exigence

particuliere comme un besoin en élément trace en cas de carence.

La toxicité intracellulaire des ions métalliques a plusieurs origines :
x lls peuvent inhiber les enzymes en se fixant sur certains résidus comme la

cystéine ou l'acide glutamique qui participent aux sites actifs et a la réaction
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enzymatique. Cette inhibition peut également étre due a une compétition avec
le véritable cofacteur* de I'enzyme. Les oxyanions, de sélénate ou d'arsenate
par exemple, peuvent occuper les sites de fixation des phosphates (Moore et
al. 1983 ; Abernathy et al. 1999).

x lls peuvent altérer la structure des acides nucléiques par fixation sur les
groupements phosphates ou provoquer indirectement des mutations sur I'ADN
en se fixant sur les protéines de régulation et de réparation. La transcription
ou la traduction sont ainsi inhibées, par le cadmium ou le cobalt par exemple
(Hengstler et al. 2003).

x lls peuvent étre responsables de la formation de radicaux libres qui peuvent
entrainer des dommages a I'ADN ou aux protéines. La présence d'arsenic, par
exemple, provoque l'apparition de peroxyde d'hydrogene et de radicaux

hydroxylés, toxiques pour la cellule (Wang et al. 1996)

5. Mécanismes de résistance aux métaux lourds chez C.
metallidurans CH34

C. metallidurans CH34 possede de nombreux déterminants de résistance aux
métaux lourds. lls sont majoritairement portés par les plasmides pMOL28 et
pMOL30. Au moins 14 éléments sont concernés : le chrome, le manganese, le
cobalt, le nickel, le cuivre, le zinc, l'astate, le sélénium, l'argent, le cadmium, le

mercure, le thallium, le plomb et le bismuth.

AERésistance a l'argent : Un systéme d'extrusion de type antiport cation/proton est

utilisé pour expulser les ions Ag(l) hors de la cellule. L'opéron silCBA qui porte les
genes codant pour les protéines des transporteurs est localisé sur le plasmide
pMOL30 (Monchy et al. 2007). Cette résistance a l'argent a d'abord été mise en
evidence chez S. typhimurrium (Gupta et al. 1999).

/E Résistance couplée au cadmium, au cobalt et au zinc : La résistance aux ions

Cd(ll) est due a leur expulsion active via des transporteurs ATP-dépendant codés par
I'opéron cad. Ces protéines CAD peuvent également rejeter d'autres cations comme
Pb(Il) et Zn(ll) lorsqu'ils sont présents a forte concentration. La protéine CadA est

codée par le chromosome bactérien (Mergeay et al. 2003 ; Monchy et al. 2007).
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Il existe un autre systeme d'extrusion des ions Cd(ll), Co(ll) et Zn(ll) qui est codé par
l'opéron czc porté par le plasmide pMOL30 (Nies, 1992 ; Nies, 1995 ; Diels et al.
1995a). Il s'agit de protéines qui forment & travers les deux membranes bactériennes
un complexe qui agit comme un antiport cation-proton et qui utilise donc la force

chimioosmotique comme source d'énergie (Anton et al. 2004 ; Monchy et al. 2007).

AERésistance a l'ion chromate : Les ions chromate, qui entrent dans la cellule par les

perméases a sulfate (Nies et al. 1990), sont expulsés par une pompe membranaire
ChrA. Les différentes protéines responsables de cette résistance sont codées par le

plasmide pMOL28 et par le mégaplasmide (Juhnke et al. 2002).

AERésistance au cuivre : |l existe deux formes de cuivre que I'on peut retrouver dans

la cellule. Alors que l'espéce majoritaire dans I'environnement est le Cu(ll), celui-ci
est réduit lors de son transport dans la cellule et I'on retrouve essentiellement du
Cu(l), plus toxique, dans le milieu intracellulaire. La plupart de ces ions sont
complexés a des protéines chaperonnes. Cependant, lorsque I'ion cuivre est libre
dans le milieu intracellulaire, il est toxique pour la cellule. La résistance de la bactérie
au cuivre est une nouvelle fois basée sur I'expulsion des cations hors de la cellule via
des ATPases* d'efflux ou via des transporteurs chimioosmotiques. L'opéron cop est
porté par le plasmide pMOL30 mais il existe un autre cluster de génes de résistance
sur le mégaplasmide (Mergeay et al. 2003 ; Monchy et al. 2007).

/E Résistance au _mercure : La résistance au mercure est celle qui a été le plus

étudiée dans le monde bactérien du fait de la trés forte toxicité des ions mercuriques.
L'opéron mer code des protéines responsables de la captation, du transport et de la
réduction des ions Hg(ll) en mercure élémentaire Hg(0) qui se volatilise hors du
cytoplasme (Misra, 1992). L'opéron mer est situé sur le plasmide pMOL28 (Monchy
et al. 2007).

AE Résistance couplée au nickel et au cobalt : Les ions Ni(ll) et Co(ll) utilisent des

transporteurs identiques pour entrer et sortir de la cellule. Leur expulsion nécessite la

présence d'un systéme d'efflux chimioosmotique a antiport cation/proton porté par
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I'opéron cnr qui est localisé sur pMOL28 (Liesegang et al. 1993 ; Grass et al. 2000 ;
Tibazarwa et al. 2000)

/E Résistance au sélénium : La bactérie est capable de résister au sélénite Se(1V)

I'accumulant et en le réduisant en sélénium élémentaire Se(0). Elle est également
capable de résister a de fortes concentrations en séléniate Se(VI) mais elle ne
semble pas le réduire en sélénium élémentaire (Roux et al. 2001). Il est transformé
en sélénium organique (sélénométhionine) (Sarret et al. 2005).

/E Résistance au plomb : L'opéron pbr de C. metallidurans CH34 localisé sur le

plasmide PMOL30 est le seul a avoir été caractérisé chez les bactéries (Borremans
et al. 2001). La résistance au plomb est basée sur l'import, la séquestration et
I'expulsion du métal. La protéine responsable de I'éjection de Pb(ll) est une ATPase

de type P similaire a celle expulsant le cadmium (Monchy et al. 2007).

C. metallidurans CH34 est donc une souche adaptée a des environnements pollués
en métaux. On peut remarquer qu'elle posséde une grande quantité de systemes
actifs d'efflux qu'ils soient primaires (I'énergie provennant de I'hydrolyse de I'ATP) ou
secondaires (I'énergie provennant de la force proton motrice) (Nies, 2003). Elle est
également capable de résister a certains éléments traces métalligues en modifiant
leur spéciation. L'élément toxique pour la cellule devient alors moins dangereux.
C'est cette multiplicité des différents mécanismes de résistance qui permet a cette
bactérie d'étre capable d'étre tolérante a de fortes concentrations de nombreux

métaux et métalloides.

La résistance de C. metallidurans CH34 a l'uranium n'a jamais été étudiée. Par ces
nombreuses capacités de résistance aux ETM, la bactérie est un candidat potentiel
pour la dépollution du radionucléide dans l'environnement. La résistance du

microorganisme a différentes formes de ce toxique ainsi que sa possible

accumulation sera donc examinée dans ce travail.
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[I. MODELE D'ETUDE RESISTANT  AUX  RADIATIONS
DEINOCOCCUS RADIODURANS R1

Les bactéries appartenant a la famille des Deinococcaceae sont parmi les
organismes les plus résistants aux radiations. Malgré leur distribution ubiquitaire,
seules sept especes de Deinococcaceae ont été décrites. Deinococcus radiodurans
R1 a été la premiere deinobactérie découverte et isolée en 1956 dans de la viande
en conserve qui avait été préalablement exposée aux rayons X (Anderson et al.
1956).

D. radiodurans R1 est non seulement capable de survivre a une exposition aigué aux
radiations supérieure a 15000 Gy (Battista, 1997) sans mortalité ni mutation induite
mais également de croitre en présence d’'un fort niveau d’exposition chronique (60
Gy/h) sans effet visible sur le taux de croissance (Lange et al. 1998). Pour
comparaison, une dose de 60Gy/h est |étale pour E. coli et une dose aigué de 1000
a 2000Gy est nécessaire pour stériliser une culture (Lange et al. 1998). De maniére
identique, les cellules végétatives de Bacillus spp. ne peuvent pas croitre a 60 Gy/h
et une diminution de la viabilité d'un facteur 5 des spores de Bacillus est entrainée
par une exposition aigué de 2000 a 10000 Gy (Makarova et al. 2001).

Six autres especes de deinocoques radiorésistantes ont été identifiees. Ces especes
forment un groupe phylogénétique distinct d’Eubactéries, proches du genre

Thermus.

1. Description générale

D. radiodurans R1 est une souche pigmentée, non sporulante, non mobile et
sphérique. La bactérie est Gram positif mais elle posséde une enveloppe cellulaire
complexe similaire aux organismes a Gram négatif. Certaines souches possedent
une couche paracristalline de surface. C'est une bactérie tellurique, strictement

aérobie et qui forme des tétrades (Battista et al. 1997), comme le montre la figure 21.
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Le type trophique de D. radiodurans R1 est plus simple que C. metallidurans CH34.
Elle est chimioorganotrophe avec un métabolisme respiratoire. Elle utilise donc le
dioxygéne comme accepteur final d'électron et une molécule organique comme

source de carbone et d'énergie.

Les cellules se divisent sur deux plans, générant des paires et des tétrades en
culture liquide. La température optimale de croissance est de 30°C. La croissance
est stoppée en dessous de 4°C et au dessus de 45°C (Battista et al. 1997).

La figure 21 présente une observation de D. radiodurans R1 en microscopie

électronique en transmission en condition classique de culture.

Figure 21 : Observation deD. radiodurans R1 a 30°C en milieu classique par microscopie électronique en
transmission (ce travail).

a. Structure cellulaire

L’enveloppe cellulaire de D. radiodurans R1 a une structure et une composition
différente de celles des bactéries classiques. Alors que sa paroi cellulaire évoque
celle des organismes a Gram négatif, Deinococcus est Gram positif. Son enveloppe
cellulaire est constituée d’'une membrane plasmique et de membranes extérieures
qui sont séparées par une couche de peptidoglycane de 14 a 20 nm d’épaisseur et
par un "compartiment” non caractérisé. Seulement la membrane cytoplasmique et la

couche de peptidoglycane sont impliquées dans la formation du septum durant la
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division cellulaire. Les autres couches font office de gaines et entourent les

groupements de cellules filles (Makarova et al. 2001 ; Work et Griffiths, 1968)

b. Phylogénie et évolution

Les Deinococcaceae étaient tout d’abord classés dans le genre Micrococcus mais
les études taxonomiques ont montré que cette classification était incorrecte et les
études phylogénétiques 'ont confirmé car une relation spécifique a été établie entre

les genres Thermus et Deinococcus (Brooks et al. 1980, Brooks et Murray 1981).

Ces bactéries sont aussi largement distribuées que les bactéries du sol,
environnement généralement riche en nutriments (Battista et al. 1997). Des souches
de Deinococcus ont également été isolées de sites présentant des conditions
limitantes. Les bactéries sont capables de survivre en milieu tres sec, avec un
environnement pauvre en nutriment comme de la nourriture lyophilisée, de la
poussiere, des instruments médicaux ou des textiles. Ces isolements montrent que
ces organismes ont évolué pour survivre a des stress prolongés. Deinococcus est
tres résistante a la dessiccation (10% de viabilité aprés 6 ans dans un dessiccateur).
Il existe tres certainement une relation entre la résistance aux radiations et la

résistance a la dessiccation (Mattimore et Battista, 1996).

c. Métabolisme

Le génome de D. radiodurans R1 code de maniére fonctionnelle les voies de la
glycolyse*, de la néoglucogenese*, des pentoses phosphates* et du cycle
tricarboxylique. Quelques géenes sont manquants mais ils ne semblent pas essentiels
au bon fonctionnement de ces voies. Cependant, certains intermédiaires du cycle
tricarboxylique ne permettent pas la croissance de la bactérie. La bactérie ne peut
par exemple pas croitre avec le citrate ou le fumarate comme source de carbone
(Makarova et al. 2001 ; Venkateswaran et al. 2000).

D. radiodurans R1 n’est pas capable d’utiliser Fammonium comme source d'azote
malgré la présence de genes apparemment fonctionnels codant pour des enzymes

clés du cycle dutilisation de 'ammonium. Il a cependant été démontré que D.
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radiodurans R1 pouvait utiliser les acides aminés comme source d’azote (Makarova
et al. 2001 ; Venkateswaran et al. 2000).

D. radiodurans R1 biosynthétise tous les principaux coenzymes a l'exception de

I'acide nicotinique (Makarova et al. 2001)

2. Génome

L’'organisation stucturale du génome de D. radiodurans R1 est particulier. Couplée a
la présence de mécanismes de réparation différents des autres genres bactériens,

elle confere a la bactérie sa résistance aux radiations.

Le génome de D. radiodurans R1 est totalement séquencé (White et al. 1999). Il
comporte deux chromosomes de 2,65 Mbp et de 412 kbp, un mégaplasmide de 177
kbp et un plasmide de 46 kbp.
http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR/GenomePage.cqgi?database=qgdr

D. radiodurans R1 est multigénomique (Battista et al. 1997 ; Hansen, 1978). Les
cellules en phase stationnaire portent 4 équivalents du génome. Les cellules en
division, en phase exponentielle, peuvent contenir jusqu’a 10 copies de leur génome.

Des plasmides stables naturels sont présents en faible nombre dans la cellule.

L’organisation du génome de D. radiodurans R1 est similaire a celle des autres
bactéries (White et al. 1999). Plusieurs génes sont organisés en clusters et

constituent des opérons.

Plusieurs regroupements inhabituels ont cependant été découverts et certains sont
particuliers a notre modele bactérien. Certaines familles de protéines sont sur-
représentées dans le génome de la bactérie comme les amino-acetyltransférases
(famille d’enzymes participant a de multiples voies métaboliques et systémes
régulatoires) et les Nudix hydrolases (famille d’enzymes hydrolysant des nucléosides
diphosphates liés a une autre molécule X) (Bessman et al. 1996). L’'extension de la
famille des Nudix est une des particularités predominantes dans le génome de D.

radiodurans R1. La protéine MutT, prototype de cette superfamille, a été identifiée
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comme le composant central du systéme anti mutagene responsable de la
prévention de I'incorporation du 8-oxo-dGTP dans 'ADN (Michaels et Miller, 1992).
Ce nucléotide est un mutagéne puissant, produit par I'action d'agents oxydants, qui
peut étre incorporé en face d'une cytosine ou d'une adénine. En éliminant la 8-oxo-
dGTP, MutT réduit les mutations spontanées dans I'ADN et augmente donc la fidélité
de la réplication. Des domaines de cette enzyme ont été retrouvés dans de multiples

autres protéines chez D. radiodurans R1.

3. Résistance aux dommages a I'ADN :

D. radiodurans R1 se distingue par son extraordinaire capacité a tolérer certains
agents endommageant I’ADN et plus particulierement les radiations ionisantes. Les
cellules irradiées ne sont pas protégées passivement des effets des radiations. Au
contraire, il a été démontré que les deinocoques souffrent d'importants dommages a
'’ADN aprés une irradiation et qu’'une considérable réparation de cet ADN est
nécessaire. On peut compter jusqu’a plus de 100 cassures doubles brins sur chaque
chromosome de chaque cellule. Au bout de trois heures, les chromosomes sont
reformés et réparés sans perte de viabilité pour la cellule et sans signe de mutation
induite (Battista et al. 1997).

La dose D37 (dose requise pour réduire le nombre d’individus a 37% ; correspondant
a l'inactivation d’'une colonie) est environ de 600 Gy pour D. radiodurans R1 et de 30
Gy pour E. coli. Une dose de 6000 Gy provoque plus de 1000 dommages a I’ADN
dans tout le génome de D. radiodurans R1 (Battista et al. 1997). La figure 22
présente la différence de résistance aux radiations ionisantes entre ces deux

bactéries.
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Figure 22 : Courbe de survie dd. radioduransR1 (carré) et dE. coli aprées irradiation par des rayons
gamma. (Battistaet al 1997)

D. radiodurans R1 est également extrémement résistante aux UV (Battista et al.
1997), survivant a des doses supérieures a 100J/m?. La bactérie est vingt fois plus
résistante qu'E. coli. Elle est également trés résistante aux agents intercalant comme

la mitomycine C (Moseley, 1975 ; Kitayama, 1982).

4. Réparation de I'ADN :

A un haut niveau de radiation (1,75 Mrad), D. radiodurans R1 est capable de
reconstituer son génome a partir de 1000 a 2000 cassures double brins alors que E.

coli atteint son maximum de possibilité pour 10 a 15 cassures (Makarova et al. 2001).

Outre le systeme classique de recherche d’homologie entre les deux brins d’ADN
pour procéder a la réparation, la bactérie a di développer une méthode que les
autres organismes ne possédent pas car le nombre de combinaisons possibles
devient astronomique chez D. radiodurans R1. Un modéle de réparation alternatif a
eté décrit dans lequel les chromosomes sont toujours alignés, ce qui permet de
simplifier grandement la recherche d’ADN complémentaire pour la réparation (Daly et
Minton 1995 ; Minton et Daly 1995).

Un modele de survie de D. radiodurans R1 aprées irradiation a été proposeé.

Immédiatement apres l'irradiation, la réplication de I'ADN est inhibée, en paralléle de
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la croissance (Venkateswaran et al. 2000), et ce, jusqu'a ce que les réparations
soient effectuées (Daly et Minton 1995 ; Battista et al. 1999). Il existe un délai dose-
dépendant qui suggere I'existence de "points de contrdle" qui surveillent I'étendue de
la réparation et contrdlent l'initiation de la synthése d’ADN réplicatif.

La dégradation de I'ADN des chromosomes bactériens par les radiations ionisantes
génere de longs fragments simple brin qui pourraient servir de support a la
recombinaison homologue. Cette dégradation est accompagnée de I'export de

nucléotides endommagés hors de la cellule (Vukovic-Nagy et al. 1974).

Les observations au microscope €lectronique en transmission montrent qu’une
structure membranaire délimite les quatre compartiments de la cellule. Des orifices
sont présents dans la membrane interne en phase de croissance et en phase
stationnaire (voir figure 2). De la chromatine est identifiee dans tous les
compartiments et elle adopte une forme toroidale. Aprés exposition aux radiations
lonisantes ou aux UV (15 kGy et 750J/m?), la forme en anneau de la chromatine est
maintenue pendant une heure (Levin-Zaidman et al. 2003). Une telle structure n’a
eté observée que chez les formes de vie inactive comme les spores en dormance et
les cellules spermatides. Cet empaquetage serré et l'ordre conséquent qui
caractérise I'ADN toroidal rend cette structure rigide, dans laquelle la continuité de
'ADN est maintenue méme lorsqu’il contient de nombreuses cassures. Dans cette
matrice, les extrémités d’ADN libres, générées par la dessiccation ou lirradiation,

sont fermement maintenues grace a la diffusion réduite des fragments d’ADN.

La bactérie peut ensuite pratiquer la recombinaison interchromosomiale. Il est estimé
gue plus de 700 crossovers* sont formés par les nucléoides de quatre chromosomes
quand les cellules sont irradiées a la dose D37 (Daly et Minton, 1995). La structure en
anneau des chromosomes facilite ce processus grace a la rigidité de I'édifice (Levin-
Zaidman et al. 2003).

5. Reéduction des métaux et de l'uranium :

La remarquable capacité a résister a de hautes doses de radiation, a de longues

périodes de dessiccation, et a la mitomycine C a fait de D. radiodurans R1 un tres
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bon candidat pour des manipulations génétiques dans le but de dégrader des
polluants organiques, qui sont eux-mémes des agents endommageant I'ADN. Une
souche de D. radiodurans R1 qui exprime une activité toluene dioxygénase a été
créée (Lange et al. 1998). La souche résultante est capable d’oxyder le toluéne, le
chlorobenzene, le 3,4-dichloro-1-buténe et l'indole. Elle est capable de pratiquer
cette oxydation en présence de radiations (60Gy/h). Une souche possédant le gene

de la mercure réductase (merA) a également été obtenue (Brim et al. 2000).

La souche sauvage couple efficacement I'oxydation du lactate en CO, avec la
réduction du Fe(lll) couplé a l'acide nitrilotriacétique (Fe(lll)-NTA) en Fe(ll) en
absence de dioxygene. La bactérie est en revanche incapable de réduire le citrate de
fer et le pyrophosphate de fer (Fredrickson et al. 2000).

L'acide 9,10-anthraquinone-2,6-disulfonique (AQDS) est un composé modele d’acide
humique qui peut étre utilisé comme accepteur d’électrons pour la respiration et la
croissance de bactéries réduisant les métaux comme Geobacter spp. et Shewanella
spp. D. radiodurans R1 est également capable de réduire 'AQDS en AH,DS avant
ou sans lactate (avec plus de réduction en présence de lactate). La bactérie peut
réduire les oxydes de Fe(lll) en présence d’AQDS qui fonctionne comme un tunnel
d’électron mais elle en est incapable en l'absence d’acide humique (Fredrickson et
al. 2000).

En présence de 0,1mM d’AQDS, D. radiodurans R1 réduit efficacement 95 a 100%
de l'uranium en 21 jours. La bactérie est en revanche incapable de réduire
directement l'uranium en absence d’AQDS avec le lactate comme source d’électron
(au contraire de CrO,?) (Fredrickson et al. 2000). La spéciation de I'uranium était un

mélange d’espéces carbonatées (UO,(CO3)s* et UO,(CO3),?).

Nous avons vu que D. radiodurans R1 était capable de résister a d'importants doses
de radiations ionisantes a de fortes concentration en agents endommageant I'ADN
grace a une machinerie de réparation de I'ADN particuliere. Elle serait également
capable de réduire l'uranium dans certaines conditions. Elle est donc potentiellement

utilisable pour la biorémédiation du radionucléide dans I'environnement.
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[ll. MODELE D'ETUDE PHOTOTROPHE ET RESISTANT AUX
COMPOSES AROMATIQUES : RHODOPSEUDOMONAS
PALUSTRIS

1. Description générale :

Rhodopseudomonas palustris est une bactérie pourpre non sulfureuse qui appartient
aux .-protéobactéries*. On la retrouve de facon ubiquitaire dans les sols et les eaux
comme l'indique sa découverte dans des lisiers de porcs, dans les déjections de vers

de terre, dans les sédiments marins cotiers et les eaux usées.

La figure 23 présente une observation de R. palustris en microscopie €lectronique en

transmission en condition classique de culture en anaérobie.

Figure 23 : Observation deR. palustrisen milieu classique en anaérobie par microscopie électronique en
transmission (ce travail).

R. palustris est I'une des bactéries possédant le métabolisme le plus polyvalent du
monde microbien (Lang et Oesterhelt, 1989). Elle est capable de croitre suivant les

guatre modes de métabolisme du vivant :

/A La photoautotrophie (ou photosynthétisme) : L'énergie provient de la lumiere et le
carbone du dioxyde de carbone.
/E La photohétérotrophie : L'énergie provient de la lumiére et le carbone d'un

composé organique.
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A La chimioautotrophie : L'énergie provient d'un composé inorganique et le carbone
du dioxyde de carbone.

/& La chimiohétérotrophie : L'énergie et le carbone proviennent de composeés
organiques.

La bactérie peut utiliser le dioxyde de carbone et convertir le diazote en ammoniaque

ainsi que produire du dihydrogéne. La bactérie est aéro-anaérobie facultative.

En absence d'oxygene, R. palustris produit son énergie a partir de la lumiére par
photosynthese et utilise le dioxyde de carbone comme source de carbone pour sa
croissance. Elle est également capable de dégrader certains composés organiques
tels que des composés toxiques organiques ou la lignine*.

En aérobie, la bactérie utilise une grande variété de composés organiques comme
les sucres ou le méthanol comme source d'énergie et source de carbone mais elle

peut également utiliser des donneurs inorganiques comme le thiosulfate.

La figure 24 synthétise les différents types trophiques utilisée par la bactérie.

Figure 24 : Vue globale du métabolisme de R. palustrié@®'aprés Larimer et al 2004).
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R. palustris se multiplie grace a une division cellulaire par bourgeonnement. Il en
résulte un développement asymétrique en deux cellules filles différentes, I'une mobile
et I'autre immobile.

En anaérobie et en présence de lumiére, la bactérie entame un processus de
différentiation d'un systeme intracytoplasmique de membranes vésiculaires. Ces
membranes forment un thylakoide et hébergent les pigments photosynthétiques et

les protéines associées capables de réaliser la photosynthése.

Les manipulations génétiques de R. palustris sont aisées ce qui permet d'obtenir une

réponse rapide sur le génome de la bactérie.

2. Génome et mécanismes de résistance aux toxigues :

Le génome de R. palustris comprend un chromosome circulaire de 5,46Mb et un
plasmide circulaire de 8,4kb (http://genome.ornl.gov/microbial/rpal/)

La bactérie possede plusieurs genes associés au métabolisme énergétique, reflétant
sa polyvalence. Elle dispose de genes permettant I'oxydation du dihydrogéne, du
thiosulfate et du monoxyde de carbone comme source d'énergie. Deux complexes de
NADH* déshydrogénase sont codés et permettent de cataboliser une grande variété
de composés organiqgues incluant les acides gras, les acides carboxyliques et les
monomeres de lignine. Des genes permettant |'utilisation des nitrites et des acides
nitrique et nitreux en condition anaérobie sont également présents, ainsi que ceux

impliqués dans la photosynthese (Larimer et al. 2004).

L'énergie provenant de la photosynthese est produite par photophosphorylation
grace a la bactériochlorophylle* et des caroténoides*. Des analyses de séquences
d'’ARNr montrent que R. palustris est apparentée a des especes symbiotique de
plante comme B. japonicum (van Berkum et al. 2003). Cependant, la bactérie n'a
jamais été trouvée en association avec les végétaux et aucun géne de nodulation n'a
été détecté dans son génome. Comme toutes les autres bactéries pourpres, R.
palustris est capable d'augmenter le nombre de ses photosystémes en cas de

diminution de l'intensité lumineuse.
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Le génome de R. palustris code pour deux formes actives de ribulose 1,5
bisphosphate carboxylase ou RubisCO, enzyme clé de la voie de fixation du dioxyde
de carbone permettant la photosynthése. |l code également pour trois nitrogénases,
permettant de fixer N, comme source d'azote pour son métabolisme (Larimer et al.
2004).

La bactérie est capable d'utiliser les composés inorganiques comme le thiosulfate et
le dihydrogéne comme source d'énergie en les oxydant en aérobie et comme
réducteur du CO, et du N, en anaérobie. Pour cela, R. palustris code pour de
nombreuses hydrogénases et déshydrogénases. Ainsi, la bactérie posséde des

réserves adaptées a ces différentes conditions de culture (Larimer et al. 2003).

R. palustris utilise parfaitement le cycle des acides tricarboxyliques, la voie
d'Embden-Meyerhof (glycolyse) et la voie des pentoses phosphates pour sa
dégradation des molécules carbonées. Elle est également capable de synthétiser du
glycogene comme réserve de carbone. Cependant, sa croissance est limitée en
présence de sucres, comme le glucose ou le fructose, car les transporteurs
classiques de ces molécules sont absents du génome. La voie d'Entner-Doudoroff,
troisieme voie de dégradation du glucose en pyruvate, est également non

fonctionelle (Larimer et al. 2003).

Il est a noter que la bactérie possede prés d'une centaine de systéemes de transport
comprenant des ATPases de type P. Nous avons déja vu que ces transporteurs sont
impliqués dans les résistances aux métaux lourds. Elle code également pour
plusieurs systéemes d'efflux secondaires connus pour étre des pompes a efflux de
métaux et de molécules toxiques (Nies, 2003). La présence de ces nombreux
transporteurs explique la capacité de R. palustris a résister aux antibiotiques mais
également a des environnements pollués. A notre connaissance, aucune étude sur la

résistance de la bactérie aux métaux lourds n’a été réalisée a ce jour.
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3. Biodégradation de composés organigues :

R. palustris survit dans des environnements qui sont souvent pollués par des déchets
organiques et exposés a la lumiére. Elle est capable d'utiliser ces déchets, comme
les résidus de lignine, les acides gras et les composés aromatiques, pour sa

croissance (Sasikala et Ramana, 1998).

R. palustris est de plus capable de dépolluer les molécules de benzoate et d'acides
gras chlorés (McGrath et Harfoot, 1997 ; Egland et al. 2001). Elle a donc été étudiée
pour sa capacité a dégrader ces molécules aromatiques.

Cette déegradation des cycles benzyles a lieu en condition aérobie et anaérobie. En
présence d'oxygene, le cycle aromatique est hydroxylé par des oxygénases alors
gu'en condition anaérobie, le processus fait intervenir un coenzyme A et des
réductases jusqu'a la dégradation de la molécule en acétyl-CoA (Harwwood et
Gibson, 1986 ; Harwwood et Gibson, 1988 ; Geissler et al, 1988). Les protéines
régulatrices de cette voie sont proches de celles impliquées dans la résistance aux

antibiotiques (Egland et Harwood, 1999).

R. palustris est donc un candidat potentiel pour la biorémédiation du fait de sa
résistance aux toxiques mais également grace a la polyvalence de son génome qui
peut s'adapter a des environnements et des conditions extrémement variés. Sa
capacité a accumuler et/ou transformer différentes formes chimiques d'uranium sera

ainsi étudiée dans ce travail.
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PARTIE A : TECHNIQUES DE MICROBIOLOGIE

|. SOUCHES BACTERIENNES ET MILIEUX DE CULTURE

1. Origine des souches bactériennes

Nos modéles d'étude proviennent de trois sources différentes :

Cupriavidus metallidurans CH34 a été fourni par le Professeur Max Mergeay du

Centre d'Energie Nucléaire de Mol en Belgique.

La souche R1 (ATCC 13939) de Deinococcus radiodurans provient de la collection

bactériologique d'ATTC (LGC Promochem, Molsheim, France).

Rhodopseudomonas palustris a été fourni par le Laboratoire des Interactions
Protéine Métal du CEA Cadarache.

2. Milieux utilisés pour I'étude de Cupriavidus metallidurans
CH34

Le milieu de culture classique de C. metallidurans CH34 en condition aérobie est le
Tris Salt Medium (TSM, Mergeay et al. 1985). Le pH est ajusté a 7,5 avant
stérilisation par autoclavage. Le milieu est ensuite complété avec une solution
d'oligo-€élément SL7 (Biebl et Pfenning, 1981) et du citrate de Fer(lll) stérilisés par
filtration sur membrane (0,22um, Millipore). La source de carbone utilisée est l'acide
gluconique a une concentration finale de 0,2% ou 1% selon les expérimentations.
Les cultures solides sont réalisées avec le méme milieu dans lequel 20% d'agar est

ajouté.
Ce milieu a été modifie pour étudier les effets de différentes spéciations d'uranium

(voir Partie A du Chapitre Résultats). Le Tris a été remplacé par du citrate a la méme

concentration. Ce milieu est appelé Citrate Salt Medium (CSM). La concentration en
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phosphates a été diminuée dans le milieu dit TSM15% et 40mM de carbonates ont

été ajoutés.

La préparation des milieux est présentée en Annexe B. Le tableau 7 donne la
composition du milieu TSM, CSM et TSM15%.

Tableau 7 : Composition des milieux de culture d€. metalliduransCH34. Les X indiquent une absence de
I'élément correspondant dans le milieu.

Condition Aérobie Anaérobie
Milieu TSM CSM TSM15% Anaérobie
Na* 98mM 248mM 95mM 50mM
NH," 21mM 21mM 21mM 13mM
Mg?* 2,2mM 2,2mM 2,2mM 830uM
ca® 270puM 270puM 270uM 90uM
Fe?* X X X 66UM
K* X X X 1mM
o} 156mM 106mM 156mM 192uM
S04~ 3mM 3mM 3mM 896pM
NO3 X X X 12mM
HPO,” 1,3mM 1,3mM 200pM 1mM
HCO3 X X 40mM 40mM (facultatif)
Tris 50mM X 50mM 50mM
Lactate X X X 1,23g.L" = 11mM
Citrate 18uM 50mM 18uM 10mM (facultatif)
Gluconate 10g.L™" = 46mM
2g.L"t = 9mM 2g.L"t = 9mM 2g.L"t = 9mM 2g.Lt = 9mM
Fe¥* 18 pM 18 pM 18uM X
Zn** 500nM 500nM 500nM 500nM
Mn?* 500nM 500nM 500nM 500nM
Co* 800nM 800nM 800nM 800nM
Cu® 100nM 100nM 100nM 100nM
Ni®* 100nM 100nM 100nM 100nM
HBOj3 1uM 1uM 1uM 1uM
MoO,* 150nM 150nM 150nM 150nM
pH 7,5 7,5 7,5 7
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Les cultures en condition anaérobie de C. metallidurans CH34 sont réalisées dans
un milieu synthétigue contenant du nitrate comme accepteur final d'électron. Le
gluconate a 0,2% reste la source de carbone. Le milieu est tamponné par du Tris. Du
citrate et des carbonates sont également ajoutés comme source de carbone
additionnel et comme complexant de [l'uranium (voir chapitre Résultats). Les
oligoéléments sont toujours apportés par la solution de SL7. La préparation du milieu

est présentée en annexe B. Le tableau 7 donne la composition détaillée de ce milieu.

3. Milieux utilisés pour I'étude de Deinococcus radiodurans
R1

Les cultures liquides sont réalisées classiquement en milieu TYG (Tryptone Yeast
Glucose). Ce milieu empirique* contient 1% de glucose comme source de carbone,
5% de tryptones comme des sources d'azote et d'acides aminés et 3% d'extraits de
levure comme facteurs de croissance. Le pH du milieu est ajusté a 7 avant

stérilisation par autoclavage.

Un milieu semi-synthétique a été créé pour I'étude des effets de I'uranium de maniére
a obtenir différentes spéciations et a éviter la précipitation du radionucléide. Il
contient une base minérale et des oligoéléments apportés par la solution de SL7. La
source de carbone reste le glucose a 2%, l'azote et les acides aminés sont apportés
par 5% de peptones. Les extraits de levure sont absents mais de I'acide nicotinique a
2%o est ajouté au milieu comme précurseur de NAD". Le milieu peut étre additionné

de carbonate ou du citrate pour complexer I'uranium.

Les cultures en milieu solide sont réalisées dans le milieu TYG dans lequel est ajouté

15% d'agar avant autoclavage.

La préparation des ces milieux est présentée en annexe B. Le tableau 8 donne la

composition détaillée de ces milieux.
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Tableau 8 : Composition des milieux de culture dB. radioduransR1 en aérobie. Les X indiquent une
absence de I'élément correspondant dans le miliebes ? indiquent une concentration inconnue de

I'élément considéré dans le milieu.

Milieu TYG Milieu Synthétique
Na* ? 32mM
NH,* ? 194pM
Mg?* ? 430uM
ca”* ? 135uM
Fe** ? 66UM
cr ? 1,4mM
SO~ ? 66UM
HPO,” ? 1mMm
Tris X 50mM
Glucose 19.L"=55mM 2g.L" = 11mM
Acide Nicotinique ? 2mg.L™" = 16uM
Peptones X 0,5g.L"
Tryptones 5g.L" X
Extraits de levure 3g.L? X
HCOjs (facultatif) ? 40mM
Citrate (facultatif) ? 9mMm
Zn* ? 500nM
Mn** ? 500nM
Co™* ? 800nM
cu® ? 100nM
Ni** ? 100nM
HBO3 ? 1um
MoO,~ ? 150nM
pH 7 7
4. Milieux__utilisés _pour__I'étude de Rhodopseudomonas

palustris

Les cultures liquides sont réalisées classiqguement en milieu Hutner. Ce milieu

contient de nombreuses sources de carbone que sont le malate, I'acétate ou l'acide

p-aminobenzoique. Le pouvoir tampon est assuré par une concentration élevée de

phosphates. Cette souche ne croit qu'en présence de nombreux facteurs de
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croissance tels que des extraits de levure mais également des précurseurs
vitaminiques comme la biotine et la thiamine. La solubilisation et la stabilité des
différents métaux est assurée par la présence d'EDTA et d'acide nitriloacétique. Un
milieu Hutner modifié a été créé pour I'étude des effets de I'uranium. Dans ce milieu,
la concentration en phosphates a été réduite a 1mM. Le tableau 9 présente la
composition détaillée de ces milieux. La préparation de ceux-ci est donnée en

annexe B.

Tableau 9 : Composition des milieux de culture dR. palustris.Le terme Y correspond a la quantité
inconnue de I'élément apporté par les extraits de Veire. Les ? indiquent une concentration inconnue de

I'élément considéré dans le milieu.

Milieu Hutner Milieu Hutner modifié
Na* 12mM +Y 12mM + Y
NH,* 10mM + Y 10mM + Y
Mg** 2,3mM +Y 2,3mM +Y
ca* 450uM + Y 450pM + Y
K" 38mM +Y 38mM +Y
Fe® 25uM + Y 25uM + Y
Cl 1mM +Y 1mM +Y
HCO3 12uM +Y 12uM +Y
SO~ 2,3mM + Y 2,3mM + Y
HPO4* 20mM + Y 1mM + Y
Malate 20mM 20mM
Glutamate 8mM 8mM
Acide Nicotinique 16uM 16uM
Acide Nitriloacétique 1mM 1mM
Extraits de levures 1g.L" 1g.L*
EDTA 7uM 7uM
Acide p-aminobenzoique 15uM 15uM
Thiamine 3uM 3uM
Biotine 164nM 164nM
Acétate 12mM 12mM
Oligoéléments ? ?
pH 7 7
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[l. SUIVIS DE LA CROISSANCE DES BACTERIES

Pour les études en aérobie (C. metallidurans CH34 et D. radiodurans R1),
L'oxygénation de la culture est assurée par une agitation de 250rpm a 30°C (Infors,
Novotron) avec un volume de culture correspondant a un 1/5° du volume du flacon
de culture. La croissance des cultures est suivie par lecture de la densité optique a la
longueur d'onde de 600nm (DOggo) a l'aide d'un spectromeétre (Bioware, Biochrom ou
Spectramax M2, Molecular Devices). Le pH peut étre controlé grace a du papier
indicateur d'une gamme de 6,4 a 8,0 (Merck). L'ajout de NaOH ou de HCI permet
d'ajuster le pH aux alentours de 7,5 pour C. metallidurans CH34 ou 7 pour D.

radiodurans R1.

Les précultures pour les études de C. metallidurans CH34 en aérobie sont réalisées
en milieu TSM comprenant 1% de glucose et celles de D. radiodurans R1 en milieu
TYG pour obtenir une quantité de biomasse suffisante a I'ensemencement des
milieux d'étude. La souche de C. metallidurans CH34 est régulierement contrbélée par
un ensemencement sur milieu solide TSM Agar supplémenté de Cd** & 800uM et de
Zn** & 2mM. Ces concentrations élevées en métaux lourds permettent de

sélectionner et d’identifier la souche de Cupriavidus metallidurans CH34.

Pour les études en anaérobie (C. metallidurans CH34 et R. palustris), les cultures
s'effectuent en flacons de 40mL fermés hermétiquement par un bouchon et un joint
septum. Le milieu anaérobie est dégazé dans ces flacons par bullage d'azote de
30min a 1h avant ensemencement. La croissance de C. metallidurans CH34
s'effectue a 30°C sans agitation et celle de R. palustris s'effectue a température
ambiante sous deux lampes incandescentes 100W sans agitation. Le suivi de la
croissance est mesuré par lecture de la DOggo. L'ensemencement et le prélevement
de la culture s'effectuent grace a des aiguilles hypodermiques stériles de 7,6cm de
longueur (22G x 3", Air Tite)

Les précultures pour les études de C. metallidurans CH34 en anaérobie sont
réalisées en milieu TSM comprenant 1% de gluconate et celles de R. palustris en
milieu Hutner pour obtenir une quantité de biomasse suffisante a I'ensemencement

des milieux d'étude.
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[Il. DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE
INHIBRITRICE

La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est couramment
utilisée pour déterminer la sensibilité d'une souche aux antibiotiques. L'application de
cette technique pour d'autres toxiques, comme l'uranium, permet de déterminer le

seuil de résistance des bactéries a ces molécules.

La CMI d'un toxique est définie comme la concentration la plus faible de cette
molécule capable d'empécher le développement visible de la bactérie dans des
conditions standardisées. La CMI est différente de la Concentration Minimale
Bactéricide* (CMB) qui est la concentration la plus faible d'un élément capable de

tuer le microorganisme a 99,99%.

Dans ce travail, la CMI sera déterminée en milieu liquide contenant des
concentrations croissantes en uranium dans les milieux décrits précédemment. La
lecture de la croissance par la mesure de DOgoo permet de quantifier le seuil de
résistance des bactéries a l'uranium. La CMI correspond alors a la plus faible
concentration du radionucléide pour laquelle la croissance est nulle. Cette absence
de développement se traduit par une vitesse de croissance nulle, c'est-a-dire que la

DOeno est stable et égale ou inférieure a la valeur initiale de début d'ensemencement.

V. EXPOSITION DES BACTERIES A L 'URANIUM

Les cultures utilisées pour les expériences de résistance, d'accumulation,
d'observation microscopique et de spectroscopie d'absorption X sont ensemencées a

partir de précultures en phase exponentielle de croissance.

L'uranium utilisé dans I'ensemble de ces travaux est préparé en solution agueuse
concentrée (environ 30mM en moyenne) a partir de cristaux d'acétate d'uranyle. Il est
ensuite stérilisé par filtration sur membrane stérile de 0,22 um (Millipore) et conservé
a4°C.
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1. Cultures pour I'étude de la résistance a l'uranium

Les milieux de culture peuvent étre additionnés de citrate ou de bicarbonate selon la
forme chimique de l'uranium étudiée. Celui-ci est ajouté stérilement dans le milieu de
culture avant ensemencement et avant la mise en place de l'anaérobie pour les

cultures dans ces conditions.

Une culture témoin dans les mémes conditions de croissance (milieu, température,
pH, oxygénation) est systématiquement réalisée sans uranium pour comparer les
développements de la bactérie et déterminer I'effet réel de l'uranium sur la bactérie.
La croissance bactérienne est suivie par la lecture de la DOggo et des repiquages sur

milieu riche solide peuvent étre réalisés pour apprécier la revivification des cellules.
La DOgoo de départ est de 0,2 et elle est suivie pendant des temps variables selon

les souches et les conditions : 24h pour C. metallidurans CH34 et D. radiodurans R1

en aérobie, 120h pour C. metallidurans CH34 et R. palustris en anaérobie.

2. Cultures pour I'étude de l'accu mulation de l'uranium, pour

I'imagerie et la spectroscopi e d'absorption des rayons X

Les cultures sont réalisées de la méme maniere que précédemment. L'uranium est
ajouté dans le milieu de culture avant ensemencement. Un témoin sans uranium est
mis en place pour vérifier la croissance de la souche. Pour les expériences
d'accumulation en paralléle de la croissance, la DOgq initiale est 0,2. La lecture de la
croissance s'effectue par la mesure de cette DOgopo de 24h a 200h selon les
conditions de croissance. Pour les expériences d'accumulation en présence d'une
forte densité de cellules, la DOgqo initiale est de 2 pour C. metallidurans CH34 et D.
radiodurans R1 et de 3 pour R. palustris. Dans ces conditions, seule I'accumulation

est étudiée.

La quantification de I'accumulation de l'uranium par les bactéries est déterminée par

deux mesures complémentaires effectuées en paralléle : le dosage de |'uranium non
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consommeé par les cellules dans le milieu de culture et le dosage de l'uranium
accumulé dans les bactéries. Pour se faire, des prélévements de cultures sont
effectués a des temps définis. Une centrifugation a 6000rpm pendant 10min permet
de séparer le culot bactérien et le surnageant de culture, débarrassé des cellules. Ce
surnageant est acidifié pour éviter une précipitation de I'uranium et ensuite congelé a
-20°C en attendant le dosage de l'uranium par spectrophotométrie. Le culot bactérien
est lavé a I'eau ultrapure deux fois et centrifugé a 6000rpm pendant 10min. Il est
conservé a -20°C en attendant la lyse des cellules pour le dosage de I'uranium par
ICP-MS. La suite des traitements de ces échantillons est présentée dans la partie B

de ce chapitre.

La précipitation de l'uranium dans les milieux de culture est suivie grace a un témoin
sans bactérie. Les milieux sont préparés de facon identique, avec l'uranium, mais ils
ne sont pas ensemenceés par les microorganismes. lIs sont ensuite incubés dans les
mémes conditions et l'uranium est dosé dans le surnageant et le culot apres
centrifugation aux mémes temps de culture. Les deux fractions sont étudiées de
facons identiques que les échantillons en présence de microorganismes. La part

d'uranium précipité "naturellement” par le milieu et non par la bactérie peut étre ainsi

déterminée.

Les cultures pour les observations par microscopie électronique en transmission et
pour I'étude de la spéciation de l'uranium sont réalisées de la méme maniere que
précédemment. Les surnageants pour la spectroscopie d'absorption des rayons X
sont conservés a -20°C mais ne sont pas acidifié. La préparation des culots
bactériens est présentée dans la partie D de ce chapitre et les traitements utilisés

pour les observations sont présentés dans la partie C.

105



PARTIE B : TECHNIQUES ANALYTIQUES DE BIOCHIMIE ET DE

CHIMIE

|. DOSAGE DE L'URANIUM PAR ICP-MS

L'uranium total contenu dans les milieux de culture et accumulé par les bactéries est
dosé par spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif (Inductively Coupled
Plasma-Mass Spectrometry, ICP-MS) selon la méthode de dosage standard réalisé
en calibration externe avec un étalon interne. L'ICP-MS est une technique permettant
I'analyse simultanée des éléments traces et "ultra-traces"”, c'est-a-dire des éléments
dont la teneur est inférieure & 10® g/g (ppm). Elle permet également la détermination

des rapports isotopiques dans les roches, les sols et les systémes biologiques.

Les analyses sont effectuées avec l'appareil Thermoelectron X7 (Thermo Electron
Corporation) du Laboratoire Pierre Sue. Il est équipé d'un passeur automatique
d'échantillon (type AS 90) et d'un détecteur quadripolaire. La figure 25 présente le
schéma global de fonctionnement de I''CP-MS utilisé au laboratoire. Les limites de
détection sont trés basses (de l'ordre de 0,01 a 0,1 ppb) mais varient selon les
éléments en fonction du potentiel d'ionisation et de la matrice étudiée. Dans le cas de
l'uranium, la limite de détection de I'appareil est de 1 ppb. L'incertitude moyenne est

inférieure a 3% de la valeur calculée.
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Figure 25 : Schéma de fonctionnement de I'lCP-MS. lsechiffres entre parenthése renvoient au texte qui
suit.

Le principe de l'analyse par ICP-MS est le suivant :

/A Nébulisation : Le passeur automatique d'échantillon couplé a une pompe
péristaltique (1) introduit la solution dans la chambre de vaporisation ou le nébuliseur
la pulvérise en un aérosol de fine gouttelettes a l'aide d'argon gazeux (2). La
chambre de nébulisation a impact, qui suit le nébuliseur, est refroidie par effet Peltier

a environ 5°C et permet d'effectuer le tri des gouttelettes les plus fines.

/A lonisation : L'aérosol ainsi formé est envoyé dans la torche a plasma d'argon (15
L.min?) & trés haute température (entre 6 000 et 10 000 °C). Cette température
permet la vaporisation, la dissociation et l'ionisation de la plupart des éléments (3).
Un systeme de vide différentiel accélére les ions du plasma a travers l'ouverture de
deux cbnes en nickel (échantillonneur et écorceur (4)) vers un ensemble de lentilles
électrostatiques (5) qui extrait les ions chargés positivement et les transporte vers le

filtre de masse quadripolaire.

/E Séparation_en masse : La séparation des éléments est fonction de leur rapport

masse sur charge (m/z). Le quadrupble (6) est composé de quatre barreaux
cylindriques diamétralement appariés auxquels est appliguée une tension. Les deux
paires ont des tensions continues opposées et des tensions alternatives de méme
amplitude mais de signe opposé. Dans le plan formé par la paire positive les ions

légers sont trop déviés et heurtent les barres. Ils ne sont ainsi pas dosés. Dans le
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plan de paire négative, ce sont les ions lourds qui sont écartés. En combinant ces

deux filtres, seuls les ions ayant le rapport m/z désiré sont transmis au détecteur.

/A Détection : La partie détection s'effectue grace a un multiplicateur d'électrons a
dynodes discrétes soumis a une tension négative de plusieurs milliers de volts (7). A
la sortie du quadrupdle, l'ion positif est attiré par cette tension négative et heurte la
surface semi-conductrice de la premiére dynode. Ceci provoque I'émission d'un ou
plusieurs électrons qui heurtent la surface de la deuxiéme dynode. Il y a ainsi un effet
en chaine multiplicateur. Le signal se traduit en nombre d'impulsion ou "nombre de
coups". L'interface informatique Plasma Lab (Thermo Electron Corporation) assure le

transfert des données pour leur traitement.

/A Traitement des données (8) : Pour un isotope donné, le nombre d'ions mesuré

permet de calculer directement la concentration de I'élément analysé. Les nombres
de coups sont convertis en concentrations grace a l'utilisation de deux types de
calibration. L'analyse d'une gamme étalon d'uranium (de 1 a 50 ppb) préparé de la
méme maniére que les échantillons permet une calibration externe. La calibration
interne est réalisée grace a l'introduction dans I'échantillon de rhénium en quantité
connue. Ceci permet de corriger la déviation instrumentale propre a lI'appareil lors de
chaque mesure. Le rhénium est utilisé car il est absent des échantillons. Cette
correction est effectuée automatiquement par le programme. Des blancs analytiques
composeés d'eau ultrapure acidifiee a 2% sont systématiquement analysés au début
de chaque procédure mais également régulierement lors du passage des

échantillons pour soustraire le bruit de fond.

En pratique, comme les concentrations dans les milieux de culture et les bactéries
sont bien supérieures a celles de la gamme d'étalonnage de I'appareil (de 1 a 50
ppb), il est nécessaire de diluer les échantillons.

Les bactéries, une fois décongelées, sont lysées grace a une solution de Cell Lytic®
a température ambiante puis par du sodium dodécyl sulfate (SDS) a 60°C. La
solution est acidifiee pour que l'uranium accumulé ou adsorbé par la cellule soit
soluble. La dilution de I'échantillon est réalisée dans de I'eau acidifiee a 2% (vol/vol)
par de l'acide nitrique ultrapur 65% (qualité Normaton) pour stabiliser la solution a

doser tout en favorisant l'ionisation de I'échantillon. Les milieux, une fois décongelés,
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sont acidifiés et dilués comme les échantillons bactériens pour que la concentration
en uranium soit dans la gamme d'étalonnage. Les échantillons sont conservés a 4°C
en attendant leur analyse. La figure 26 schématise le protocole de préparation des

échantillons pour le dosage de l'uranium par ICP-MS

Figure 26 : Protocole schématisé de préparatiodes échantillons pour l'analyse par ICP-MS.

[l. DOSAGE DE L'URANIUM PAR SPECTROPHOTOMETRIE

La détermination de la concentration en uranium dans les milieux de culture est
également réalisée par une méthode de spectrophotométrie utilisant le 2-(2-
Thiazolylazo)-p-Cresol (TAC) comme complexant en présence de surfactants
(Teixeira et al. 1999). Afin de diminuer la quantité de réactif et d'augmenter le
nombre d'échantillons mesurés, le protocole utilisé par Teixeira et al. a été

miniaturisé pour étre utilisé en plaque 96 puits. Cette méthode est utilisée car elle est
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simple, rapide a mettre en ceuvre et donne des résultats plus précis que I'lCP-MS a

ces concentrations car il n'y a pas de fortes dilutions.

Le réactif TAC est un hétérocycle azo coloré déja utilisé pour le dosage du
vanadium, du titane, du plomb de lindium et du nickel. La figure 27 présente sa
formule semi-développée. En raison de propriétés communes a l'uranium et aux

métaux lourds, le TAC est un réactif d'intérét pour I'analyse de l'uranium en routine.

Figure 27 : Formule développée d0OAC, complexant de 'uranium.

Les ions uranyles et le TAC forment un complexe bleu qui posseéde un maximum
d'absorption & 588nm. La réaction de complexation est rapide et le composé formé

est stable pendant au moins 3h.

En pratique, le réactif TAC est préparé a 0,04% dans de I'éthanol absolu. Une
solution complexante constituée d'acide 1,2-cyclohexylenedinitrilo tétracétique
(CyDTA, 50g.L™), de fluorure de sodium (5g.L™) et d'acide sulfosalicylique (130g.L™)

est ajustée a pH 6,5 dans de I'eau ultrapure.

L'utilisation de surfactant crée des complexes ternaires qui peuvent augmenter le
signal d'absorption et ainsi améliorer la sensibilité de la méthode. lls permettent
également la solubilisation de molécules insolubles qui apporteraient un biais dans le
dosage par complexation de I'uranium ou par augmentation du signal d'absorbance.
Les surfactants utilisés sont le Triton X-100 (0,15mol.L™) et le bromure de N-cetyl-
N,N,N-trimethylammonium (CTAB, 0,05mol.L™). Un tampon triéthanolamine (TEA)
(0,2mol.L™) est utilisé pour maintenir le pH autour de 6,5. En effet, 'absorbance est

maximale et constante entre les pH 6 et 7. L'utilisation de CTAB permet une
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augmentation du signal d'absorbance et améliore ainsi la sensibilité. Le triton permet

la solubilisation de composés insolubles

Au final, le mélange réactionnel a ajouter aux échantillons est composé de 38% de
solution tampon, 38% de solution complexante, 8% de CTAB, 8% de Triton et 8% de
TAC.

La solution complexante masque la présence d'ions pouvant interférer dans la
réaction et améliore la sélectivité. Il a été montré que les ions Al(Il), Ba(ll), Be(ll),
Ca(ll), Cd(l1), Co(ll), Cr(VI1), Cu(ll), Fe(ll), Hg(l), Mg(ll), Mn(ll), Mo(V1), Sn(IV), Sr(ll),
Th(1v), W(VI), CI, Br, SO.%, I, NOg, F, les carbonates et I'acétate n'interféraient pas
dans la réaction a une concentration dix fois supérieure a celle de I'uranium. Seuls
les ions Ni(ll), Cr(lll), V(V) et Zr(IV) peuvent géner le dosage (Teixeira et al. 1999). lIs
ne sont cependant soit présents qu'en faibles concentrations dans les échantillons
soit completement absents car ils n‘entrent pas dans la composition des milieux de

culture.

Une gamme étalon d'uranium est préparée dans le milieu d'analyse adapté aux
échantillons dosés. La droite d'étalonnage est constituée de douze points de 0 a
50uM d'uranium. Les échantillons a doser sont dilués pour que la concentration finale
en uranium entre dans la gamme étalon. La concentration initiale est déduite grace a
la droite d'étalonnage. Toutes les mesures sont répétées trois fois par souci

statistique.

La figure 28 présente le protocole utilisé pour la préparation des échantillons pour le

dosage de I'uranium par spectrophotométrie.
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Figure 28 : Protocole schématique de préparation deéchantillons pour le dosage de I'uranium par
spectrophotométrie.

[Il. DOSAGE DES PHOSPHATES PAR SPECTROPHOTOMETRIE

Afin de doser les phosphates, la méthode a l'acide ascorbique (Murphy et Riley,
1962) a été utilisée pour sa simplicité et sa rapidité a mettre en ceuvre. Le molybdate
d’ammonium ((NH;).MoQO,) et le tartrate antimonié de potassium (CgHsK>0O1,Shy,
figure 29a) réagissent en milieu acide avec les phosphates pour former un acide
phosphomolybdique (PM012040 ou (NH4)3[PO4(M03)12].10H,0-, figure 29c) qui aprés
réduction par l'acide ascorbique (CgHgOsg, figure 29b) est transformé en bleu de
molybdéene (formule non fixe, M0,Os + x Mog). L'acide phosphomolybdique peut étre
considéré comme une juxtaposition de 12 MoOgs, d'un phosphate ammoniaqué et
d'une molécule d'eau. Les molécules de Moj sont incolores et I'acide ascorbique les
réduit peu a peu en Mo,Os de couleur bleu. Le taux de formation et la stabilité du
complexe coloré sont améliorés par le tartrate antimonié. L'intensité de la coloration,
qui est proportionnelle a la concentration en phosphates, est mesurée par
spectrophotométrie a 700 nm. Seuls les ions arséniate et nitrite pourraient interférer
dans la réaction mais ils sont absents des échantillons car ils n‘entrent pas dans la

composition du milieu de culture.

112



@ ©

(b)

Figure 29 : Formule développée (a) dtartrate antimonié de potassium (b) de I'acide ascorbique (c) de
I'acide phosphomolybdique (les contre-ions ne sont pas visibles).

Une gamme étalon de phosphate comprise entre 0 et 2mg.L™ est préparée. Les
échantillons sont acidifiés pour dissoudre et libérer les phosphates précipités et
complexés, puis dilués afin que la concentration en phosphates entre dans la gamme
étalon et déposés dans une plaque 96 puits. Aprés ajout du réactif et mise en
incubation a température ambiante pendant 15min, la concentration initiale en

uranium est alors déduite de la droite d'étalonnage.

La figure 30 présente le protocole utilisé pour la préparation des échantillons pour le

dosage des phosphates par spectrophotométrie.
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Figure 30 : Protocole schématique de préparatiodes échantillons pour le dosage des phosphates.
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PARTIE C : MICROSCOPIE ELECTRONIQUE EN TRANSMISSION

|. PRINCIPE :

L'imagerie par microscopie électronique est dans le prolongement de l'imagerie par
microscopie optique. La ou un microscope optique possede une résolution de
400nm, un microscope €lectronique en transmission peut séparer deux objets
distants de 0,2nm et peut méme atteindre I'échelle atomique (imagerie haute
résolution). La microscopie électronique a d'autre part la possibilité de combiner
I'information obtenue dans I'espace réel en mode image avec l'information obtenue
dans l'espace réciproque (ou de Fourier) en mode diffraction et ainsi permet de
connaitre l'agencement atomique dans une matrice. Ajoutée a cela, la nature de
I'interaction électron-matiere permet également de coupler les études structurales ou
morphologiques a des études de composition chimique. Ainsi la microscopie
électronique peut permettre d'obtenir des informations autres qu'une simple

observation

L'interaction entre la matiére et les électrons est forte du fait de la masse des
électrons qui sont légers. Il existe de nombreuses réponses potentielles qui peuvent
donner des informations sur I'objet étudié et qui découlent de l'interaction observée.
La figure 31 présente les principales interactions étudiées en biologie.

115



Figure 31 : Principales interactions entre lanatiére et les électrons utilisées en biologie.

Les figures 32 et 33 présentent le schéma d'un microscope électronique en
transmission et le poste de travail au Centre Commun de Microscopie Electronique
d'Orsay (CCME d'Orsay) ou ont été réalisées les observations de nos échantillons.
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Figure 32 : Schéma d'un microscope électronique gransmission. Les chifres entre parenthéses
renvoient au texte suivant.
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Figure 33 : Photo du poste de travail du MET du CCME d'Orsay.

Selon la théorie d'Abbe, la résolution maximale que I'on peut atteindre dépend de la
longueur d'onde du faisceau incident et de l'ouverture du systeme. Ainsi, la possibilité
de réaliser des images agrandies d'objets grace a des électrons résulte de plusieurs
propriétés. La premiere est d'ordre physique et fait intervenir la nature ondulatoire
des électrons et leur faible longueur d'onde. Plus la tension d'accélération est forte,
plus la longueur d'onde est faible et ainsi le pouvoir résolutif augmente. Les
propriétés suivantes sont d'ordre pratique grace a l'existence de sources d'électrons
(1) et de lentilles électromagnétiques (2) qui permettent la focalisation du faisceau

d'électrons.
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Ce systeme de lentilles électromagnétiques permet de contrdler la taille du faisceau
d'électron et sa focalisation sur I'échantillon. Il existe des aberrations inhérentes aux
lentilles (aberrations chromatiques et sphériques) et la résolution pratique est donc
diminuée (quelques angstroms pour les modes hautes résolution). L'image réelle est

obtenue par projection sur un écran fluorescent (3) puis numeérisée.

L'image observée grace au faisceau transmis est le produit de l'interaction entre les
électrons du faisceau incident et la matiere étudiée. Les différences visibles sont
déterminées par l'inhomogénéité de la densité et les dissimilitudes de composition
chimique des éléments. Les électrons traversant une région dense ou rencontrant
des éléments lourds seront stoppés et cette région apparaitra claire. A l'inverse, une
région peu dense et des éléments Iégers apparaitront sombre car la majorité des
électrons seront transmis. Il est souvent nécessaire d'utiliser des composés lourds
comme l'osmium, le plomb ou l'uranium afin de rehausser le contraste des détails
d'un échantillon pour permettre de visualiser des zones d'intéréts comme les noyaux
ou les membranes. En pratique, les précipités d'uranium sont tres denses aux

électrons et sont faciles a repérer au contraire de I'uranium soluble.

Comme l'interaction entre les électrons et la matiere est forte, il est indispensable de
posséder des objets d'une épaisseur trés fine, inférieure a 100nm, afin de posséder
un faisceau transmis exploitable en imagerie. Les échantillons doivent donc d'abord

étre préparés et coupés avec un ultramicrotome.

Les coupes et les observations des échantillons sont réalisées en collaboration avec
Jéril Degrouard et Danielle Jaillard du CCME d'Orsay (CCME, UMR 8080,
CNRS/Université Paris Xl). Les observations sont réalisées sous une tension
d'accélération maximale de 80 kV avec une résolution théoriqgue de 0,1 nm et un
grossissement maximal de 180000. La numérisation des images est effectuée grace
a une caméra numériqgue bas niveau de lumiere, modéle AMT Advantage HR3
(capteur CCD 1,3 millions de pixels, 1024x1024) pilotée par le logiciel d'acquisition
AMT Image Capture Engine.
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Il. PREPARATION DES ECHANTILLONS :

Le protocole de préparation des échantillons est présenté en figure 34. Plusieurs
étapes sont nécessaires pour obtenir des coupes fines et observables au Microscope
Electronique en Transmission (MET). La préparation des échantillons est |'étape clé
de l'observation au MET. Elle doit préserver la morphologie et les structures sans

former de dégats ou de défauts dans le matériel étudié.

1. Fixation et post-fixation chimique :

Cette premiere étape a pour but de stabiliser les structures biologiques fortement
hydratées en créant de longues chaines insolubles par pontage des molécules
organiques grace a des fixateurs. Le glutaraldéhyde est un aldéhyde utilisé dans la
premiere étape de fixation. Il augmente la perméabilité des tissus a l'inclusion et évite
les distorsions ce qui permet l'observation de [l'ultrastructure*. Son principal
inconvénient est son absence d'interaction avec les lipides, constituant majoritaire
des membranes. Le tétraoxyde d'osmium est ainsi utilisé en tant qu'oxydant puissant
dans une deuxiéme étape de post-fixation. Il permet la conservation des membranes
et contraste également les coupes. Le pH est un parameétre clé pour la conservation
des structures. Le tampon cacodylate 0,1 M a pH 7,2 est utilisé pour sa stabilité et

pour le fait qu'il ne précipite pas les cations.

Les bactéries sont ainsi immobilisées, avant leur déshydratation ultérieure, dans un
état proche de celui du vivant grace a la réticulation des molécules et au blocage de

systémes enzymatiques.

Les bactéries sont fixées immédiatement apres leur prélevement. Il peut étre
nécessaire de conserver les cellules quelques jours pour traiter tous les échantillons
simultanément. Pour cela, 4,1% de saccharose est ajouté dans [|'étape au
glutaraldéhyde pour maintenir une osmolarité adaptée aux cellules afin de conserver
la structure. Lorsque cette étape est réalisée, les culots sont lavés quinze minutes

dans du tampon cacodylate avant I'étape de post-fixation au tétraoxyde d'osmium.
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Ces culots sont ensuite enrobés dans de l'agarose, molécule inerte, et découpés en
cubes de 1 mm?® pour pourvoir manipuler les échantillons aisément et permettre une
déshydratation et une imprégnation efficace. Cette préparation préalable permet
également de durcir I'échantillon de fagcon homogene apres la polymérisation afin de

pratiquer l'ultramicrotomie a température ambiante.

2. Déshydratation :

Les échantillons sont ensuite plongés dans des bains d'éthanol a concentration
croissante afin d'étre déshydratés avant l'inclusion dans une résine non hydrosoluble.
Lors de cette étape essentielle, 'eau est substituée par de I'éthanol, qui pourra étre
remplacé efficacement par un solvant organique par la suite. Pour éviter I'extraction
des lipides, la déshydratation doit étre suffisamment rapide mais progressive. Une
mauvaise déshydratation entrainera une mauvaise inclusion car l'eau n'est pas
miscible avec les résines utilisées par la suite. On observerait alors des trous dans

les coupes.

3. Imprégnation et inclusion :

Des bains intermédiaires de solvant hexamethylphosphoramide (HMPA) et d'éthanol
sont réalisés afin de remplacer I'éthanol qui est non miscible dans la résine. Cette
substitution n'aurait pu étre effectuée de facon efficace avec des échantillons non
déshydratés préalablement.

La résine Epon est une résine époxy apolaire polymérisable a chaud. Elle possede la
particularité d'étre assez dure pour obtenir des coupes homogénes et d'étre tres
stable sous le faisceau électronique. Comme elle est hydrophobe, elle permet une
bonne conservation de l'ultrastructure au contraire des résines acryliques. Ces
échantillons sont ensuite imprégnés dans des bains de solvant HMPA et de résine
Epon. Ainsi, la résine se substitue progressivement a la molécule organique. Ces

imprégnations sont réalisées a température ambiante et sous agitation.

Les échantillons sont ainsi inclus dans I'Epon pur contenant 2,5% d'accélérateur de

polymérisation benzyldiméthylamine (BDMA) dans des moules en silicone a 60°C.
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4. Ultramicrotomie :

Cette technigue permet l'obtention d'une lame mince d'épaisseur constante inférieure
a 100 nm sur un ultramicrotome Leica EM FC6. Les blocs de résine sont d'abord
trimés* puis une coupe moyenne (300 nm d'épaisseur) au couteau de verre est
observée pour pré-localiser le matériel d'intérét. Les coupes ultrafines sont ensuite
effectuées a l'aide d'un couteau diamant Diatome 35° aprés la réalisation d'une
meza* pour limiter la surface de coupe et ainsi diminuer les effets de compression,

de déplacement de matériels et de déchirure.
Les coupes sont récupéréees sur des grilles en cuivre préalablement ionisées sous

UV. Elles ne sont pas contrastées a l'acétate d'uranyle comme [uranium est

['élément d'intérét a observer.
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Figure 34 : Protocole de préparation des échantillongour le microscope électronique en transmission.
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PARTIE D : SPECTROSCOPIE D'ABSORPTION DES RAYONS X

Les prémices de la spectroscopie d’absorption des rayons X (SAX) remontent aux
années 1920 - 1930 mais c’est seulement a la fin des années 1970 que cette
technique connait un essor important grace au développement du rayonnement
synchrotron* produisant une source polychromatique et intense de photons. Les
premiers spectres d’absorption de rayons X présentant des modulations au-dela du
seuil d'absorption sont publiés au début du siécle mais il faut attendre prés de 50 ans
pour que la relation entre les oscillations et la structure atomique locale autour de

I’élément absorbant considéré soit totalement formalisée.

|. PRINCIPE

La spectroscopie d’absorption X est basée sur l'effet photoélectrique résultant de
I'interaction entre un photon X et la matiere. Elle correspond a I'éjection d’un électron
de cceur d’'un atome, c'est-a-dire d’'une couche profonde (K, L...) par absorption d’'un
photon. Le processus d’absorption n’intervient que lorsque I'énergie du photon est
suffisante pour que I'électron de cceur transite vers les premiers niveaux vides de
I'atome, ce qui définit le seuil d’absorption. A ce seuil Eo, il y a donc émission d’un
photoélectron grace a la transition électronique réalisée. Les interférences entre
I'onde sortante de photoélectron et les ondes diffusées par les atomes voisins sont a
I'origine des modulations du signal d'absorption. Parallélement, 'atome excité se
relaxe avec une cascade de transitions des électrons des orbitales externes vers la
lacune d’énergie plus faible. Cette relaxation conduit alors a I'émission soit de
photons X dits "de fluorescence", soit d'électrons dits "Auger". Les énergies de ces
processus d'émission sont caractéristiques de chaque élément et permettent donc
son identification. Nous n'avons exploité ici que le mécanisme de désexcitation par
fluorescence, I'exploitation du processus Auger nécessitant que I'échantillon soit

sous vide.

La figure 35 schématise le processus d’excitation de I'atome absorbeur et les

émissions de particules qui en résulte.
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Figure 35 : Processus d'excitation de ltlame sondé et d'émission de particules.

Nous avons donc mesuré les modulations du signal d'absorption par fluorescence X.
Ces modulations au-dela du seuil donnent des informations sur I'environnement local
de 'atome sondé : le nombre et la nature des voisins et les distances de ceux-ci a

I’élément absorbeur.

La figure 36 nous présente un spectre d’absorption typique d’un composé d’uranyle
au seuil Ly* de l'uranium. Ce spectre montre trois régions qui se distinguent par le
comportement de I'électron excité, appelé photoélectron*, et correspondent a trois

gammes d’énergie différentes du photon incident.
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Figure 36 : Spectre d'absorption Xd'un composé d’'uranyle au seuil Iy de I'uranium. Représentation de
M(E).x en fonction de I'énergie des photonisicidents (x est I'épaisseur de I'échantillon).

/ELe pré seuil :

A basse énergie (avant Ey), la transition d’un électron a partir du niveau de cceur 2p
n'est pas encore possible car les photons n'ont pas I'énergie nécessaire pour créer
une transition. Le coefficient d’absorption provient alors des autres couches

électroniques de I'atome et des autres éléments de I'échantillon.

Le XANES (X-ray absorption near edge structure):

Lorsque I'énergie du photon augmente, mais toujours sans dépasser |'énergie
d’ionisation Ep, une augmentation brutale du coefficient d’absorption est observee.
Cela traduit I'accession possible par I'électron a des états vides ou semi-vides de
valence. Les regles de transition dipolaires doivent étre appliquées quand I'énergie

des photons est proche et Iégérement supérieure a Eo (jusqu'a 50eV au-dela du
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seuil), le photoélectron est émis avec une énergie cinétique faible ( IE=E¢-Eo < 50
eV) et un libre parcours élastique moyen élevé. C'est-a-dire que le photoélectron part
"voyager" autour de l'atome absorbeur sur une dizaine d'angstroms avant d'étre
absorbé. Le XANES est donc sensible a un environnement atomique dépassant les
premiers voisins. Ainsi, le spectre d’absorption X prés du seuil s'interprete en termes
d'ordre & moyenne distance (”10A). Le photoélectron est impliqué dans des
phénomeénes de diffusions multiples par I'ensemble des atomes environnants, et la
symétrie cristalline joue alors un réle non négligeable. Les structures pres du seull
contiennent des informations sur 'ordre local autour de I'atome absorbeur mais aussi
sur sa structure électronique. Ainsi, un décalage de la position du seuil est

typiquement observé lorsque le degré d’oxydation de I'élément change.

AL'EXAFS (Extended X-ray absorption fine structure) :

Dans un domaine allant au-dela des 50 premiers eV jusqu'a quelques centaines d'eV
aprés le seuil, le coefficient d'absorption comporte des modulations d'amplitude
décroissante. Dans ce domaine d'énergie, I'électron est envoyé dans le milieu avec
une énergie résiduelle E. égale a celle du photon moins celle du seuil d'absorption.
Le libre parcours moyen élastigue diminue car I'énergie cinétigue augmente et
I'électron ne sonde alors que les plus proches voisins de I'atome absorbeur. Les
oscillations qui caractérisent cette région sont dues a linterférence entre l'onde
eémise associée a l'électron qui a subi la transition électronique et les ondes
rétrodiffusées par les atomes voisins. Dans cette gamme d'énergie, les interférences
sont correctement décrites par des phénomenes de diffusions simples. Ainsi, les
parametres calculés sont les distances interatomiques locales, la coordinance et le
degré de désordre de ces liaisons.

La figure 37 présente le comportement de I'électron dans chaque gamme d’énergie.
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Figure 37 : Transitions de I'électrm excité selon I'énergie recue. F= énergie d'ionisation, E = énergie
cinétique.

[l. DESCRIPTION DE LA LIGNE EXPERIMENTALE

Les analyses sont réalisées sur la ligne de lumiere FAME (pour "French Absorption
spectroscopy beamline in Material and Environmental science"), a 'ESRF (European
Synchrotron Radiation Facility) a Grenoble. Cette ligne est constituée d'un
spectrometre d'absorption des rayons X dédié a la recherche structurale dans des
systéemes environnementaux et biologiques dilués. Pour ce type d'études, les
caractéristiques principales de la ligne sont un flux de photons important sur
I'échantillon, la stabilité dans l'espace et le temps du faisceau, et un bruit statistique
réduit le plus possible. Pour une meilleure acquisition des spectres SAX, le faisceau
intense de rayons X a de plus besoin d'étre associé a un systéeme de détection tres
sensible. Pour la fluorescence, un détecteur Canberra 30 éléments en germanium
est utilisé. La ligne est équipée d'un monochromateur composé de deux cristaux en

silicium permettant de sélectionner la gamme d'énergie correspondant au seuil Ly, de
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l'uranium a partir du faisceau de rayon X polychromatique, et d'une optique
focalisante permettant de concentrer les photons sur I'échantillon en un spot de 300
um par 200 um. Les mesures sont effectuées a température ambiante. Le schéma

de principe de l'instrument FAME est représenté dans la figure 38.

Figure 38 : Schéma de principe de la ligne de lumiére FAME a I'ESRF.

[II.PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR LES ANALYSES XAS

Les échantillons analysés sont issus de cultures bactériennes en présence
d'uranium. Les culots bactériens sont lyophilisés, homogénéisés, et préparés sous
forme de pastille de 5 mm de diamétre. L'homogénéisation de I'échantillon lyophilisé
permet I'amélioration du rapport signal sur bruit. Les échantillons liquides de milieu
de culture sont congelés a -20°C jusqu'a leur analyse a I'ESRF dans de fins
capillaires. La figure 39 présente le montage expérimental utilisé pour un tel

échantillon.
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Figure 39 : Montage expérimental utilisé sur la lige FAME a 'ESRF pour les échantillons liquides
d'uranium contenus dans des capillaires.

En fonction de la concentration en uranium dans I'échantillon, plusieurs spectres sont
enregistrés et sommeés. Plus l'uranium est dilué, plus le temps d'acquisition est
important. Le temps de comptage est d'environ 10 minutes pour le domaine XANES
et 45 minutes pour la partie EXAFS. Pour éviter une modification de I'échantillon

sous le faisceau, la position de celui-ci change entre chaque spectre.

La figure 40 présente le protocole de préparation des échantillons pour I'étude de

l'uranium par spectroscopie d'absorptions des rayons X.

130



Figure 40 : Protocole de préparations des échantillorour I'analyse par spectroscopie d'absorption des
rayons X.

IV. TRAITEMENT DES DONNEES EXPERIMENTALES :

En mécanique quantique, le coefficient d'absorption est donné par la regle d'or de
Fermi. Ce calcul est cependant tres compligué et nécessite de nombreuses
approximations. La mise au point récente de codes de calcul, tel que FEFF
(Ankudinov et al., 1998), a permis la généralisation de la prise en compte des
phénoménes de diffusion simple et multiple (avec décomposition en chemins) dans
I'analyse des spectres d'absorption X. Ainsi, notamment, la frontiere entre XANES et
EXAFS n'est plus aussi nette et I'on se rapproche d'un formalisme sinon unifié, du

moins similaire.

Pour extraire les oscillations des spectres EXAFS, il est nécessaire de suivre les
étapes présentées dans la figure 41 et résumées ci-dessous. Le logiciel ATHENA

(Ravel et Newville, 2005) est utilisé pour réaliser ces traitements.
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1. Normalisation des spectres:

La normalisation permet de comparer la structure de deux spectres d'amplitude
différente en superposant au mieux le saut de seuil. Les spectres XAS sont

normalisés en plusieurs étapes.

L'énergie du seuil Ey est déterminée grace au maximum de la dérivée du spectre
X.u(E) = f(E)

L'élimination du fond continu d'absorption créé par d'autres éléments chimiques que
I'atome absorbeur ainsi que par les autres seuils de cet atome est obtenue par une
modélisation de la région spectrale avant seuil par une fonction linéaire. Cette courbe
est ensuite soustraite au spectre et permet son redressement horizontal. Le méme
procédé est pratiqué pour redresser la région spectrale aprés seuil grace a une

fonction non linéaire.

Ainsi, les spectres sont normalisés entre les valeurs de coefficient d'absorption O et

1 ce qui permet de les comparer entre eux.

2. Extraction des oscillations :

Le coefficient moyen d'absorption de I'élément est modélisé par une courbe qui est
ajustée afin de passer au milieu des oscillations EXAFS grace a une fonction de type

polynomial de degré supérieur a 3.

Le signal EXAFS, noté $E), est ainsi obtenu. Il correspond a la composante

oscillante du coefficient d'absorption (Equation 1) :

HE) +K(E)
R(E)

RE)

Equation 1 : Expression des oscillations EXAFS & pairtdu coefficient d'absorption mesuré p en fonction
de I'énergie E.
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HU(E) est le coefficient d'absorption mesuré et po(E) est le coefficient d'absorption

atomique de I'élément considéré.

Les oscillations EXAFS sont exprimées en fonction du vecteur d'onde k associé au

photoélectron émis (Equation 2).

k

2
:‘}(E E,)

Equation 2 : Expression du vecteur d'onde associé au photoélectron en fonction de son énergie E.

Ou me désigne la masse de I'électron et «la constante de Planck réduite.

En considérant que I'électron éjecté par le photon a une énergie cinétique suffisante

bY

pour étre assimilé a un électron libre, qu'il subit une rétrodiffusion simple sur les
atomes voisins et tout en sachant que ce phénomeéne d'interférence n'est di qu'aux
atomes diffuseurs proches de l'atome central, la formule simplifiée suivante est

utilisée pour décrire les oscillations EXAFS k).

gQ/Oi A0S

AK) :k_;zl\; f (Ssin@kR 26 )))

Equation 3: Expression générala@écrivant les modulations EXAFS du coefficient d'absorption.

L'indice j représente les différents types de voisins qui se distinguent, soit par leur
distance a I'atome central, soit par leur nature chimique.

On différencie des termes atomiques que sont son amplitude | f,( )| et sa phase /1

et les termes dépendants de la structure locale que sont le nombre de voisins N;, les
distances interatomiques R; et leurs fluctuations 1, paramétres que l'on veut
connaitre.

Les termes atomiques sont uniqguement dépendants des potentiels atomiques dans
la mesure ou l'énergie des photoélectrons est suffisamment élevée pour que les
modifications de ces potentiels dues aux liaisons interatomiques soient négligeables.

Les quantites | f, (9| et - (k) ont été tabulées pour presque tous les éléments.
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Le terme (k) est le libre parcours moyen élastique du photoélectron. Il est
fondamental dans le modele puisqu'il limite le nombre de couches de voisins entrant
dans le processus. Dans le domaine de I'EXAFS, ce libre parcours moyen élastique
est trés faible (quelques A). Ainsi, L'EXAFS est une sonde structurale locale et seul

I'environnement proche de I'atome ayant absorbé le photon est révélé.

3. Transformée de Fourier (FFT) :

L'amplitude et l'argument de chaque terme structural sont des fonctions peu

modulées de k. Ainsi, en faisant subir une transformée de Fourier a /k), chaque

terme sinusoidal, et donc chaque couche d'atomes identiques a la méme distance R;
de l'atome central donnera un pic a une distance R;' décalée de la vraie distance
interatomique par les termes de phase 2/, + -;. Ce pic aura une amplitude

proportionnelle au nombre d'atomes concernés.

Dans notre étude, le signal expérimental sera ensuite compareé a des signaux EXAFS
de composés modeles de référence, eux-mémes traités de la méme maniere que les
echantillons expérimentaux. Ce signal expérimental sera reconstruit par combinaison
linéaire dans l'espace des vecteurs donde k. On pourra ainsi déterminer la

proportion de chague complexe de référence dans I'échantillon considéré.
Par contre, pour obtenir des informations quantitatives sur la structure autour de

'atome considéré, il est nécessaire d'effectuer des simulations de chacune des

contributions en ajustant nos données.

4. Modélisation du signal :

Le signal EXAFS partiel obtenu par la transformée de Fourier est modélisé pour
extraire les parametres structuraux N; (nombre de voisins de nature j), R; (distance
entre l'atome absorbeur et les atomes j diffuseurs de méme nature), J (facteur de
Debye-Waller ou terme de désordre qui est corrélé au désordre thermique et

A~

structural des distances) et (E (écart entre le seuil d'absorption de I'élément et la
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valeur choisie pour le calcul). Cette simulation a été réalisée en utilisant le logiciel
ARTEMIS (Ravel et Newville, 2005). Elle est effectuée en utilisant des fonctions

théoriques calculées de la phase 2/, + - et 'amplitude | f,( & | (fonction de la nature

des atomes voisins j), mais également le libre parcours moyen élastique (k) du
photoélectron. Ainsi seuls les parameétres structuraux restent a déterminer. Les
parametres des composés de référence étant connus, on retrouve ces valeurs par fit,
et cela valide le protocole de traitement utilisé. De plus, ils sont utiles car ils servent
de base de départ pour la modélisation de la structure des composés inconnus,
celle-ci étant proche de celle des composés de référence. Typiquement, la précision
espérée est de + 0,02 A sur les distances et 20% sur les nombres de coordination.
Les parametres calculés sont de plus corrélés entre eux. N et 1d'une part et R et (E

de l'autre ne sont pas indépendants.
Dans notre étude, nous allons ajuster nos données afin d’avoir une premiere
approximation des valeurs de longueurs de liaison et du nombre de voisins sur les

deux premieres sphéres de coordination autour de I'atome d’uranium.

Ces deux méthodes d’analyse, la reconstruction du signal par combinaison linéaire et

I'ajustement des données, doivent donner les mémes resultats.
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Figure 41 : Protocole de taitement des spectres EXAFS.
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Chapitre 3 :

Reéesultats
et

Discussions
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PARTIE A : SPECIATION THEORIQUE DE L'URANIUM

Les milieux de culture des bactéries sont des solutions contenant un grand nombre
de molécules minérales, tels que les sels, ou organiques, comme les acides aminés
ou les sucres. lls possedent également, en général, une force ionique importante.
Nous avons vu que I'ion uranyle est une molécule trés réactive et qu’il n’est jamais
libre & un pH proche de 7. Il convient donc de modéliser la spéciation de I'uranium
afin de déterminer sa forme dans nos milieux de culture. Ces milieux pourront
ensuite étre modifié en conséquence pour obtenir des composés solubles et donc
biodisponibles, tout en obtenant une croissance convenable de la souche. En effet,
certains éléments sont indispensables a la bactérie, et ils ne peuvent étre retirés
completement du milieu. La spéciation de I'uranium a été modélisée grace au logiciel
JCHESS (Van der Lee et De Windt, 2002) a l'aide de la base de données BASSIST
développée par le CEA (Bion, 2003)

|. SPECIATION THEORIQUE DE L’URANIUM DANS LES MILIEUX DE

CULTURE DE CUPRIAVIDUS METALLIDURANS CH34

1. Milieu TSM

Le milieu TSM est le milieu communément utilisé pour la croissance de C.
metallidurans CH34. La figure 42 présente la spéciation de I'uranium en fonction du

pH du milieu en présence d’'une concentration en uranyle de 1mM.
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Figure 42 : Spéciation théorique de l'uraniuma 1mM en milieu TSM en fonction du pH.

Au pH optimum de croissance, a pH 7,5, la spéciation de l'uranium calculée par
JCHESS est 100% d'un précipité de phosphate d'uranyle complexé a du magnésium,
la saleeite*. De formule Mg(UO,).(P0O,).-10(H20), la saleeite est un minéral que I'on
trouve dans les grés dans l'environnement. A pH inférieur a 6, l'uranium est
€galement précipité avec les phosphates sous forme (UO;)3(PO,)..6H,0 alors qu'a
pH supérieur a 8, il précipitera avec le calcium et le sodium sous forme CaUO, et
Na,U,0O-;. Dans ce milieu et a cette concentration, I'uranium n'est soluble qu'a pH
inférieur & 2 sous forme d'uranyle UO,*", UO2SO4q) et UO,CI".

La spéciation de I'uranium dans ce méme milieu mais a une concentration plus faible
(100uM) a été modelisée (fig. 43).
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Figure 43 : Spéciation théorique de I'uraniuma 100uM en milieu TSM en fonction du pH.

A cette concentration, on retrouve les mémes précipités et les gammes de pH de
ceux-ci sont identiques a part pour Na,U,O7 que I'on ne retrouve qu'entre pH 8,5 et
9,5. Le précipité de CaUO, devient prédominant a partir de ce pH. On retrouve
également une nouvelle forme d'uranium soluble a pH inférieur a 2, un phosphate
d'uranyle UO,HsPO,4*. Le complexe de citrate d'uranyle UO,(Cit),* se forme dans la
gamme de pH de 4 a 9. Ce complexe est présent a 1mM d'uranium mais en
concentration trés faible (9uM). On voit ici que le citrate est un complexant fort de
l'uranium, plus fort que le phosphate, car méme en concentration 70 fois moins
importante que celui-ci, des complexes de citrate d'uranyle sont calculés. En
revanche, JCHESS ne met pas en évidence de complexe d'acétate d'uranyle.

Expérimentalement, les précipités d'uranium sont bien observés dans ces conditions.
Dans ce calcul de spéciation, seuls le tris et le gluconate ne sont pas présents dans
la base de données. Les formules développées de ces molécules sont données en
annexe A. Le tris possede une fonction amine et trois hydroxyles. A priori il ne devrait
pas complexer l'uranium efficacement. L'acide gluconique, par contre, possede une

fonction carboxylique et des fonctions hydroxyles voisines mais dans nos conditions
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expérimentales d’étude, nous n’observons pas de complexation de I'uranium par ce
composé. Ces deux molécules ne sont donc pas indispensables pour les calculs de
modélisation et leur absence dans la base de données BASSIST n'est pas limitante

pour ce travalil.

En résumé, dans le milieu TSM, l'uranium précipite donc avec les phosphates a un
pH supérieur a 2. Il convient donc de modifier le milieu de culture de maniere a
obtenir des formes solubles de complexes d'uranyle & pH 7,5, pH optimum de

croissance de C. metallidurans CH34.

2. Milieu modifié par ajout de citrate : milieu CSM

Dans le but de mettre en contact les bactéries avec de l'uranium soluble, différents
complexants ont été ajoutés au milieu. Ici, le tris a été remplacé par du citrate de
sodium. Dans le TSM, les 50mM de tris servent uniquement de tampon afin d'éviter
des changements brusques de pH dus a la croissance de la bactérie. Le citrate peut
également jouer ce réle. Le milieu CSM désigne le milieu TSM dans lequel 50mM de
citrate remplacent les 50mM de tris. La concentration des autres éléments, dont le
phosphate, n'a pas été modifiée. La figure 44 présente la spéciation de l'uranium a

1mM dans le milieu CSM en fonction du pH.
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Figure 44 : Spéciation théorique de l'uraniuma 1mM en milieu CSM en fonction du pH.

D'apres la modélisation JCHESS, la spéciation de l'uranium dans le milieu CSM est
régie par le citrate. Il n'existerait qu'une seule forme de citrate d'uranyle UO,(Cit),*
entre les pH 3 et 10 plus une autre forme (UO2)H(Cit)aq entre les pH 1 et 2. L'ion
uranyle UO,** est retrouvé avec cette derniére forme de citrate d'uranyle & pH
inférieur a 2. Les précipités d'uranium aux pH alcalins (>10) sont une nouvelle fois
présents. Cependant, aux pH physiologiques, la totalité de I'uranium est sous forme

soluble.

A une concentration plus faible en uranium (100uM), la seule différence est la
prédominance du précipité CaUO4 par rapport a Na,U,O; a partir de pH 11 de la

méme maniére que dans le milieu TSM.

Aucun précipité d'uranium avec les phosphates a cette concentration en citrate ne
sont observé. Ces précipités n'apparaissent que lorsque le citrate n'est plus en exces
c'est-a-dire au moins deux fois la concentration en uranium. Ceci montre que le

citrate est bien un complexant de I'uranium plus fort que le phosphate.

143



Ce milieu semble donc adapté pour I'étude des effets du citrate d'uranyle sur C.
metallidurans CH34.

3. Milieu modifié par ajout de carbonate : Milieu TSM15%

Afin d'étudier le complexe de carbonate d'uranyle, il est nécessaire d'ajouter du
bicarbonate dans le milieu TSM car celui-ci n'en contient pas. La figure 45 présente
la concentration des différentes formes d’uranium retrouvées en TSM complet a pH
7,5 en fonction de la concentration en carbonates et pour une concentration initiale

en uranium de 1mM.

Figure 15 : Concentration des différentes formes d'uranim a pH 7,5 dans le milieu TSM en fonction de la
concentration en carbonates pour unguantité d’uranium initiale de 1mM.

Il est nécessaire d’avoir un ratio [carbonates]/[uranium] supérieur a vingt pour faire
disparaitre les précipités de phosphates d’uranyle. On obtient alors une espece
majoritaire (>90%) de carbonate d’uranyle UO,(COs);* et une espéce minoritaire
UO,(CO3),%.
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Cependant, des précipitées de phosphates duranyle ont été observés
expérimentalement a pH 7,5 avec une concentration en carbonate de 40mM pour
une concentration en uranium de 1mM. Les phosphates restent la complexant le plus
fort de I'uranium dans ces conditions. Nous avons donc diminué la concentration de
cet élément dans le milieu. Les phosphates sont indispensables a la croissance de la
bactérie et ils ne peuvent étre totalement supprimés. Une concentration de 15% de la
concentration initiale a été choisie car elle permet une croissance correcte de la
souche (voir partie B de ce chapitre). Ce milieu de culture avec une concentration en
carbonate de 40mM et une concentration en phosphate de 200uM sera appelé
TSM15%. La figure 46 présente la spéciation de l'uranium a 1mM dans ce milieu
TSM15%.

Figure 46 : Spéciation théorique de I'uraniuma 1mM en milieu TSM15% en fonction du pH.

A pH 7,5, la spéciation de l'uranium calculée avec JCHESS donne toujours une
forme majoritaire (95%) de carbonate d'uranyle UO,(COs3)s* et une forme minoritaire
(5%) UO,(COs),>.

Des précipités de phosphate d'uranyle apparaissent entre les pH 2 et 6. Cette

gamme de pH s'élargit lorsque la concentration en phosphates augmente. Par
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conséquent, il est donc nécessaire de bien controler le pH pendant la croissance afin

d'éviter une acidification qui entrainerait une précipitation de l'uranium.

La figure 47 présente la spéciation de l'uranium a une concentration plus faible

(100uM) pour voir si son comportement est identique.

Figure 47 : Spéciation théorique de l'uraniuma 100uM en milieu TSM 15% en fonction du pH.

A pH 7,5, le complexe de citrate d'uranyle UO,(Cit),* est mis en évidence & hauteur
de 9uM. La proportion de la forme majoritaire UO,(CO3)s* est de 85%. La forme
UO,CO34q N'est plus présente mais la gamme de pH dans lequel I'uranium précipite
est la méme (entre les pH 2 et 6). Comme pour les précédents milieux le précipité
CaUQ, devient prédominant a partir de pH 11.

Ce milieu semble donc adapté pour I'étude des effets du carbonate d'uranyle sur C.
metallidurans CH34.
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4. Milieu anaérobie

Au vue de la composition du milieu, les calculs de spéciation de l'uranium dans ce
milieu anaérobie seront attendues comme identiques a ceux des milieux TSM, CSM
et TSM15% car le nitrate est un complexant de l'uranium moins fort que les
carbonates et le citrate. De plus, le lactate n'est pas présent dans la base de
données BASSIST mais la molécule possede une seule fonction carboxylique
comme l'acétate et le gluconate (voir annexe A). Il est donc attendu que le phosphate
soit le complexant le plus fort de l'uranium dans le milieu ce qui est démontré
expérimentalement. En effet, expérimentalement, le radionucléide précipite dans le

milieu anaérobie non supplémenté en citrate ou en carbonate.

Il est ainsi nécessaire d’ajouter un complexant plus fort que les phosphates dans ce

milieu pour étudier des formes solubles d’uranium.

La figure 48 présente la spéciation de l'uranium a 1mM dans le milieu anaérobie

auquel ont été ajoutés 10mM de citrate de sodium, en fonction du pH.

Figure 48 : Spéciation théorique de l'uranium a 1mM en milieu Anaérobie + ciate 10mM en fonction du
pH.
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Le diagramme de spéciation est identique a celui du milieu CSM. La spéciation de
I'uranium & pH 7,5 est UO,(Cit),* & 100%. On observe une autre forme de citrate

d'uranyle (UO2)H(Cit)aq & des pH inférieurs a 4.

La modeélisation des especes chimiques par JCHESS est également similaire pour la
spéciation carbonate d'uranyle. Comme dans le milieu TSM, il est nécessaire
d'ajouter 40mM de carbonate et de diminuer la concentration en phosphates a

200uM afin d'éviter la précipitation de I'uranium.

[l. SPECIATION THEORIQUE DE L’URANIUM DANS LES MILIEUX DE

CULTURE DE DEINOCOCCUS RADIODURANS R1

1. Milieu TYG

Le milieu TYG est un milieu semi synthétique car la composition exacte de certains
de ces éléments n'est pas connue. Ici, seule la concentration de la source de
carbone est connue. |l s'agit du glucose a1 g.L™ (ou 5,5 mM). Les tryptones sont un
hydrolysat de caséines* digérés par de la trypsine*. Il s'agit donc d'un mélange
complexe de peptides de différentes tailles et composition. Les extraits de levure
sont la fraction soluble des solutions d'autolyses de levures. lls sont riches en

oligoéléments, phosphates, nucléotides et vitamines entre autres.

Il n'est donc pas possible de modéliser la spéciation de l'uranium dans ce milieu de
culture. De plus, nous avons observé expérimentalement que l'uranium précipite
dans ce milieu. Un milieu synthétique a ainsi été développé afin de contrdler la

spéciation de l'uranium et d'obtenir des formes solubles du radionucléide.
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2. Milieu semi- synthétigue

Le milieu semi-synthétique contient les éléments indispensables a la croissance de
D. radiodurans R1 que sont I'acide nicotinique, les oligoéléments et les phosphates a
une concentration de 1mM. Une faible quantité de peptones est présente dans ce
milieu. Elles sont utilisées comme source d'azote et d'acides aminés pour la bactérie.
La source de carbone est toujours le glucose, mais & 2 g.L™. Le pH du milieu est

ajusté a 7 qui est le pH optimum de croissance de la souche.

Comme pour C. metallidurans CH34, le complexant le plus fort de l'uranium dans ce
milieu est le phosphate et l'uranium précipite a pH 7. La figure 49 présente la
spéciation de l'uranium ajouté a une concentration de 1mM dans ce milieu, en

fonction du pH.

Figure 49 : Spéciation théorique de l'uraium a 1mM en milieu synthétique pourD. radioduransR1 en
fonction du pH.

L'uranium précipite pour tout pH supérieur a 2. Il est donc nécessaire d'ajouter un

complexant dans le milieu pour obtenir une forme chimique soluble d'uranyle.
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Comme précédemment, le citrate et le carbonate ont été introduits dans le calcul

dans ce but.

La figure 50 présente la spéciation de l'uranium a 1mM dans le milieu synthétique

supplémenté en citrate a 9mM.

Figure 50 : Spéciation théorique de I'uranium a 1mMen milieu synthétique + citrate 10mM en fonction
du pH.

Comme dans le milieu CSM, & pH 7, la forme UO,(Cit)," est le seul complexe
d'uranium retrouvé dans le milieu de culture. Ainsi, l'uranium est soluble dans ce

milieu.
Pour obtenir le complexe de carbonate d'uranyle, il est nécessaire d'ajouter 40mM de

carbonates dans le calcul. La figure 51 présente la spéciation de I'uranium, lorsqu'il
est ajouté a hauteur de 1mM dans cette modélisation.
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Figure 51 : Spéciation théorique de l'uranium amM en milieu synthétique + carbonates 40mM en
fonction du pH.

Des précipités de phosphates d'uranyle sont observés jusqu'a pH 7. Pour étudier
I'effet du carbonate d'uranyle soluble, il est donc nécessaire de travailler a pH 7,5, ce
qui est toujours compatible avec la croissance de la souche. Nous verrons en
deuxieme partie de ce chapitre que la diminution de la concentration en phosphates

n'est pas possible car la vitesse de croissance de la souche est fortement diminuée.
Nous avons ainsi développé un milieu de culture permettant d'obtenir des formes

chimiques connues et solubles de l'uranium. Le comportement de la bactérie dans

ces différents milieux est décrit dans la partie B de ce chapitre.
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[Il. SPECIATION THEORIQUE DE L'URANIUM DANS LE MILIEU DE

CULTURE DE RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS

Le milieu classiquement utilisé pour la croissance de la bactérie est le milieu Hutner.
C'est un milieu semi synthétique et complexe. Il contient des ETM, des facteurs de
croissance et différentes sources de carbone. Les extraits de levure rendent la
modélisation de la spéciation impossible car nous ne connaissons pas leur
composition exacte. Plusieurs éléments sont de plus absents de la base de données
BASSIST. C'est le cas du malate qui est présent en forte concentration (20 mM).
Cette molécule du cycle de Krebs, comme le citrate, posséde deux groupes
carboxyliques et une fonction hydroxyle. Sa structure se rapproche de celle du citrate
et il pourrait étre un complexant fort de I'uranium dans le milieu. Un autre complexant
possible présent en forte concentration (7 mM) est le glutamate qui posséde

également deux fonctions carboxyliques mais une chaine carbonée plus longue.

La concentration en phosphate est tres importante (20 mM), il sert également de
tampon. Afin d'éviter la précipitation de l'uranium, il a été nécessaire de diminuer la
concentration jusqu'a 1 mM. Le milieu obtenu sera appelé milieu Hutner modifié. La
totalité de I'uranium est soluble lorsque 1mM d’acétate d’'uranyle est ajouté dans ce

milieu.

Malgré plusieurs essais, nous n‘avons pu développer un milieu synthétiqgue ou semi-
synthétique comme pour D. radiodurans R1 car la souche de R. palustris est plus
exigeante et nécessite beaucoup de facteurs de croissance et de sources de

carbone, dont les constantes de complexation avec I'uranium ne sont pas connues.

La spéciation de l'uranium dans le milieu Hutner est donc inconnue. Elle sera
déterminée par spectroscopie d'absorption X grace a des composés de référence
(partie D). L'hypothése principale est une complexation au malate. En effet, ce
complexe a déja été mis en évidence et la molécule de malate présente beaucoup

de similitudes avec la molécule de citrate (voir annexe A).
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CONCLUSION SPECIATION THEORIQUE DE L’'URANIUM

La spéciation de l'uranium a pu étre modélisée pour deux modeéles bactériens : C.
metallidurans CH34 et D. radiodurans R1. Les milieux de culture ont d0 étre modifiés
ou créés afin d’obtenir le citrate d’uranyle et le carbonate d’'uranyle. L’élément limitant
des milieux est le phosphate qui précipite l'uranium lorsqu’il est en forte
concentration et qu’il n'y a pas de complexant plus fort. Il ne peut étre totalement

supprimé car c’est un élément indispensable a la croissance des microorganismes.

La spéciation de I'uranium pour R. palustris n’est pas connue en milieu Hutner mais
le radionucléide est soluble lorsque la concentration en phosphate est diminuée.
L’hypothese serait un complexe de malate d’'uranyle. De plus amples modifications

du milieu entrainent une perte de croissance de la bactérie.

Le tableau 10 dresse le bilan des milieux utilisés et des spéciations associées pour
chaque bactérie au pH optimum de croissance.

Tableau 10 : Récapitulatif des milieux utilisés etles spéciations associées aux milieux pour chaque
bactérie aux pH optimum de croissance.

TSM: CSM: TSM15% :
Précipités de phosphates 100% UO,(Cit),* 95% UO,(CO3)s* + 5%
d'uranyle UO,(COs),*
Anaérobie Citrate (pH 7) : Anaérobie carbonate (pH 7) :
100% UO,(Cit),* 95% UO,(CO3)s* + 5% UO,(COs),>
TYG: Synthétique Citrate : Synthétique Carbonate
Précipités de phosphates 100% UO,(Cit),* 90% UO,(CO3)5* + 10%
d'uranyle UO,(COs),*
Hutner : Hutner modifié
Précipités de phosphates d’'uranyle Complexe d’'uranium soluble

(malate d’'uranyle ?)
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La spéciation calculée par JCHESS n'est que théorigue et les résultats
expérimentaux peuvent les infirmer. L'utilisation des bases de données peut étre
délicate. En effet, les constantes de complexation de différents complexes sont
encore discutées et certains ne sont pas encore connus. De plus, certains éléments
ne sont pas pris en compte comme le gluconate ou le tris. C’est pourquoi cette
spéciation théorique est purement informative et elle doit étre confirmée par la
détermination de la spéciation expérimentale. Dans ce travail, nous utiliserons la

spectroscopie d’absorption X.
Il convient maintenant de déterminer le comportement de ces microorganismes dans

ces différents milieux de culture et leurs résistances aux différentes formes de

'uranium.
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PARTIE B : CROISSANCE ET RESISTANCE

Les courbes de croissance de bactéries en milieu liquide sont évaluées par le suivi
de la densité optique (absorbance a 600 nm) en fonction du temps. Quatre phases
distinctes sont observables sur la figure 52, courbe de croissance bactérienne
typique. La phase de latence (1), la phase exponentielle de croissance (2), la phase
stationnaire (3) et enfin la phase de déclin (4). Ces phases sont des conséquences
du mode de culture des bactéries sans apport de milieu frais au cours de l'incubation,
appelé également "culture en batch” ou en systeme fermé. La phase de latence
correspond au temps d'adaptation de la cellule au milieu et a la synthese des
éléments nécessaires a l'utilisation des différentes molécules du milieu. La phase
exponentielle de croissance correspond a la prolifération bactérienne maximale ou
les cellules se divisent continuellement. La vitesse de croissance, |, est a son
optimum et est appelée umax. La phase stationnaire intervient lorsque la quantité
d'éléments