M2 SEE — Microbiologie environnementale — P. Billard

Interactions microorganismes-metaux
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Réle biologique des métaux

Table 5.2

Micronutrients (trace elements) needed by
living organisms®

Table 5.2 Micronutrients (trace elements) needed by

living organisms®

Element

Cellular function

Element Cellular function

Boron (B)

Chromium (Cr)

Cobalt (Co)

Copper (Cu)

Iron (Fe)?

Manganese (Mn)

Molybdenum (Mo)

Present in an autoinducer for quorum
sensing in bacteria; also found in some
polyketide antibiotics

Required by mammals for glucose
metabolism; no known microbial
requirement

Vitamin Byy; transcarboxylase (propionic
acid bacteria)

Respiration, cytochrome c oxidase;
photosynthesis, plastocyanin, some
superoxide dismutases

Cytochromes; catalases; peroxidases; iron-
sulfur proteins; oxygenases; all
nitrogenases

Activator of many enzymes; present in
certain superoxide dismutases and in
the water-splitting enzyme in oxygenic
phototrophs (Photosystem II)

Certain flavin-containing enzymes;
some nitrogenases, nitrate reductases,
sulfite oxidases, DMSO-TMAO reduc-
tases; some formate dehydrogenases

Nickel (Ni) Most hydrogenases; coenzyme Fy3 of
methanogens; carbon monoxide
dehydrogenase; urease

Formate dehydrogenase; some
hydrogenases; the amino acid

selenocysteine

Selenium (Se)

Tungsten (W) Some formate dehydrogenases;
oxotransferases of hyperthermophiles
Vanadium (V) Vanadium nitrogenase;
bromoperoxidase
Zinc (Zn) Carbonic anhydrase; alcohol

dehydrogenase; RNA and DNA
polymerases; and many DNA-binding
proteins
?Not every micronutrient listed is required by all cells; some metals
listed are found in enzymes present in only specific microorganisms.
’Needed in greater amounts than other trace metals.

e Total micronutriments <0.4% poids sec (Fe = 0,2%)

e Requis comme cofacteurs par ~ 2/3 enzymes

e Chez procaryotes, métaux peuvent aussi servir de donneur ou accepteur d’ électron.



Eléments essentiels / non essentiels

Non métaux

alcalino-terreux Métalloides
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Eléments de transition
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O : essentiels

- Sans fonction / Toxiques : Ag, Cd, Hg, Pb, Sn, Tl et As, Sb

- Liens / abondance géochimique



Toxicité

Elle dépend de la capacité du métal a former des complexes

Cations A ou durs : peu polarisables. Interactions avec ligands de nature électrostatique

Cations B ou mous : De préférence liés a des ligands S ou N par des liaisons de nature
covalentes.
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Toxicité

Dépend de la capacité du métal a former des complexes

Accepteurs d’e-
durs (groupe A)

Macro-éléments
Na, K, Ca, Mg, Fe

Non toxiques sauf si perturbation de
I'ionorégulation a forte conc.

Accepteurs d’e
mous (groupe B)

Eléments non essentiels
Hg, Ag, (Cd)

Trés toxiques ; complexes stables avec
groupements -SH et -S-S- des enzymes,

Peuvent déplacer des métaux co-facteurs

Métaux intermeé-
diaires

Oligo-éléments
essentiels Zn, Cu, Co, Ni

Toxicité intermédiaire; peuvent déplacer des
co-facteurs appartenant au groupe A

STIMULATION

L

CONCENTRATION/DOSE —

INHIBITION

it
Sty

Courbes dose-réponse typiques pour
(MA) un macro-élément typique

(OL) un oligo-élément

(NE) un élément non-essentiel toxique



Mn2+ Zn2+ Cdz* Cu2+ Ag+ ng*

T

log (MIC, [mM])

E. coli
0.01< C. metallidurans e o
20 30 40 50
- log (Kyes)

Corrélation CMI / produit de solubilité de sulfures métalliques

Nies et al. (2003) FEMS Mic Rev 27, 313



FORMES REDOX

Importance de la spéciation

COMPOSES
ORGANOMETALLIQUES

BIOMOLECULES

As(ll/As(V)
Se(IV)/Se(VI)
Cr(ll)/Cr(VI)

Méthyl-Hg, Sn, Se, As
Butyl et Phényl-Sn
Alkyl Pb

Acides Aminés Se
Sucres arséniés

Métalloprotéines

_J

Y

DIFFERENCE DE

Mobilité, Biodisponibilité, Toxicité



Exemple: I’arsenic

FORMES CHIMIQUES DL50* (mg/kg)
Arsénite (As(l1l)) 14 ‘
Arséniate (As(V)) 20 +  Toxiques
Arsine (AsH3) 3 J
Acide monométhylarsonique (MMA) 700 - 1800 ) Peu
Acide diméthylarsinique (DMA) 700 - 2600 i toxiques
Arsenocholine > 10000 1 Non
Arsenobeétaine > 10000 p EEUEUEE
Aspirine 1000 - 1600
Strychnine 10

Evaluation du risque : Mesure de [Asiota] trés insuffisante

*DL50 rat: dose létale 50 (dose entrainant la mort de 50 % d’ une population)



Comportement des ETM dans I’ eau

Apports de métaux
dissous et liés a
des particules Dépbts

atmosphériques
> ATMOSPHERE

Me lié a des particules Adsorption _
v Absorption Me dissous

Particules gues oxique

; Matériaux

inorgan. | piologiques Me g === MelL

Wéralisation des matériaux biologiq:y Sigg, Behra et Stumm
M
Désorption (2000), Chimie des

Sédimentation @ milieux aquatiques
oxydes de Fe(ll]) <\ )
oxydes de Mn(IV) <\ Adsorptgn

N )

Me
Oxydation 1 [’"
Mered

Précipitation anoxique
1
2+
2 Mn
Fe<r libération
d'éléments traces ?

|
oxydes de Fe(lll) — Fe?* 4/
oxydes de Mn{IV) —= Mn?*
Me + HS™ — MeSy, Réduction et
dissolution

Figure 12.16 — Représentation schématique des processus qui déterminent
les concentrations des métaux dans la colonne d'eau d'un lac




Spéciation des métaux associés aux phases liquides et solides

TABLEAU 4-2 Spéciation physico-chimique des métaux associés a la phase liquide (en
solution) et solide dans les eaux naturelles. Les formes dissoutes sont définies
arbitrairement comme celles passant au travers un filtre dont les pores ont 0,45 pm de

diamétre. M = métal; L = ligand inorganique ou organique.

Phase, especes Exemples

Biodisponibilité
et toxicité

Dissoute (<0,45 pm)
Ion libre (MZ+) Zﬁ--i" Cd2+’ A13+
Complexes inorganiques (ML) MCO,°, M(OH)*, M(OH),’

- Complexes organiques (ML) M-humate, M-fluvate

Formes colloidales M lié aux hydroxydes de Fe, Mn,
(0,01 - 0.45 um)

Solide (>0,45 pm)
Espéces adsorbées M lié aux hydroxydes de Fe, Mn
Phases pures ZnCQO,, ZnS, CdS (milieux anoxiques)
Solides mixtes Meétaux occlus dans des solides inertes

(silicates, argiles, etc...)

Elevée
Indirecte
Indirecte

Indirecte

Indirecte
Indirecte, faible

Treés faible




Exemple: spéciation du Cu?* en présence des ligands OH-, CO?%,

Tableau 1. Distribution des espéces chimiques présentes en
solution et leur concentration, a pH 8.

C [mol €-1] % Cur

Cuz+ 8.2x 1010 1.6
CuOH+ 8.2 x 1010 1.6
Cu(OH)3 5.2 x 10-10 1.0
Cu(OH)3 1.3x 1012 3 x 103
Cu(OH)Z- 1.0 x 10-17 2 x10-8
CuCO% 4.7 x 10-8 94
Cu(CO3)5” 8.0 x 1010 1.6

Figure 6.8 — Spéciation de Cu en fonctiondupH (G;=2x 103 M, Cu; =5 x 108 M)

Espéces de cuivre [M]

6x 108

5x 108

4x 108 -

3x108 -

2x 108 -

1x 10 -

Cu?" majoritaire pour pH< 5.5

Sigg, Behra et Stumm (2000),
Chimie des milieux aquatiques



Spéciation de Cu en présence de complexants organiques

Tableau 2. Distribution des especes chimiques présentes et leur concentration a pH 8, apres
’ajout d’un complexant organique L (2-10~7 mole/L) a la solution précédente.

C [mol ¢-1]

Espéces : Cu2+ 3.2 x10-1
CuOh* 3.2 x 101

Cu(OH)3 | 2.0 x 101

CuCOg 1.8 x10°

CulL : 4.8 x 108

(Les autres espéces sont négligeables)

En milieu naturel, importance des
acides humiques et fulviques

Source: Sigg, Behra et Stumm (2000),
Chimie des milieux aquatiques




Distribution et mobilité des ETM dans les sols

Grande mobilité

- argiles

- Oxydes de fer et manganése

Mobilité moyenne

- Carbonates de calcium

- pédofaune

- pédoflore

- Microorganismes du sol

‘/

Tres faible mobilité

SOLUBLES

/)'

Inclus dans les minéraux

- ex: silicates

Mobilité moyenne

- Matiére organique

Faible mobilité

Précipités

- phosphates

- sulfures

- hydroxydes




Facteurs physico-chimiques influant la mobilité/toxicité des ETM

pH : - solubilité des cations (Cd, Cu, Zn, Ni, Pb, Cr(lll) ...) augmente avec I’ acidité
- solubilité des anions (Cr(VI), As, Sb, Se ...) augmente avec le pH

Eh : varie de -300 mV (cond. réductrices) a +600 mV (cond. oxydantes)
- changement de I’ état d’ oxydation de I’ ETM
- changement de I’ état d’ oxydation du ligand de I’ ETM
- formation ou dissolution de phases porteuses de I’ ETM

Mobilité pH Potentiel rédox
relative Neutre-alcalin Acide Oxyd ant Réducteur
Tres haute oe, Mo B B~ -
Haute @ Zn, Cd Hg,Co, Mo@
AW, (Mn) i~
Moyenne Mn Cu, I,Pb,CrcyCO,Hg,Ni, Mn
_ Zn, Cd
Basse Pb, Fe, Zn/ Cd, Fe(lll), Tl Ph, Tl Fe, Zn,Co, Ni,
T o T~
Trés basse Al Cr, Hg (Cu, Mo,Se@ Al Cr, Fe, Mn | Al Cr, Hg (Cu,
Ni, Co (@ B, Ma, Cd,
Pb

wource : Forstner (1985).



lll. Le fer comme donneur d’électrons (oxydation)

« Oxydation de Fe(ll) en Fe(lll), chimique ou biologique, est fonction de pH et O2
 pH neutre

- oxydation abiotique spontanée

- Qq bactéries: Gallionella, Sphaerolitus, Leptothrix
« pH acide <3

-Fe?* stable, oxydation biologique plus importante

- bactéries acidophiles litho-autotrophes

Croissance optimale
T=30-35" C
Leptospirillium ferrooxidans pH ~2

Acidithiobacillus ferrooxidans

2Fe2*+2H"*+% 0, > 2Fe¥ +H,0 (AG=-65,8kJ)

Impliquées dans drainage minier acide et procédeés de biolixiviation



Drainage acide des mines

e Formation DMA au contact de I’ eau et O,
« Oxydation du Fe?* aboutissant a une acidification
(1) Dissolution spontanée pyrite et oxydation sulfure en sulfate
FeSys +7/20,+H,0 — Fe? + 2804+ 2 H*
(2) Milieu aérobie et neutre, oxydation spontanée du fer ferreux

Fe2" +1/4 Oy + H* — Fe3* + 1/2 H,0

Bactéries tq Acidithiobacillus ferrooxidans peuvent accélérer ce processus

(x 10°). Contribution augmente quand pH diminue (cf. 2H* (1))
(3) Précipitation du fer ferrique
Fe3* + 3H,0 — Fe(OH)35) + 3 H*
(4) bilan : FeSys) + 15/4 O, + 7/2 H,0 - Fe(OH);) + 2 SO, + 4 H*



(5) A pH acide, Fe3* produit en (2) reste soluble et oxyde chimiquement la pyrite :

FeS,(s) + 14 Fe3* + 8 H,0 > 15 Fe2* + 2 SO, + 16 H*

= front d’ acidification qui progresse +/- rapidement selon nature des milieux traversés
(carbonatés ou non) ---> pollution acide + métallique

H?O
B H.O
2
02
02
FeS2

hacteria

FeS2

|

|

] bhac |

/ H,50, | 2FeS#7042HLO — 2H,3Qy+ 2 FeSQ,
Feso, | hacteria HO

M e e e e e —— —

Generation of Acid Mine Drainage

= modification structure communautés microbiennes,  biodiv., ™ dégradation MO...
disparitions d’ organismes supérieurs ... (<pH5)



Mobilisation du métal par biolixiviation

» Extraction des métaux de minerais a faible teneur (< 0,4%)
» Bactéries oxydant le fer (Acidithiobacillus, Leptospirillum...).

+ eau, d'air (+ CO,)

7 température 8 35° C;

+ apport nutriments : N, K, Mg
adaptation de la granulométrie

melange des phases solide et liquide.

» Ex: biolixiviation Cu : 20-25%
production mondiale

e Applicable a d” autres métaux :
Au, U, Co...

- X \
Oxydation par Fe(lll) \\ Fe,iS0,),
2Fe,(S0,), - CUFeS, « 2H,0 + 30, \
~# CuSO, + 5FeS0, + 2H,50, % \
Qv
3 ":{? Air N
it
S 1 \
Minerat 2
iessve { =~ CuSO, + Fe—™ FeSC, + Cu Feéo“ |

;—\ﬁr\,”4 FlvvA ve v\ - {
BNl S SRR g Y L N, i
Fas0, ~ CuS0, Fe: \ LIS \_}_ |

Précipitation B.
du cuvre
e . Pompe ¢!
0.2 2 '_/"\_}/.
o N
Leptospirilfum

FeS0O, — ™ Fe.iSO,)

3

Fe(ll) Fe(ll)



The bioleaching pile from the
Andina copper mine in Saladillo,
Chile, contains ~60,000 tons of
ore (mainly chalcopyrite).
Microorganism such as
Acidithiobacillus ferrooxidans
inhabit these piles and catalyze
the leaching of precious metals.
The scanning electron micrograph
(inset) shows the cells, 1 to 2 ym
in length, attached to a
chalcopyrite particle.

“
.’r
.

.,'Addithiobacil{us-
I 8 ferrooXidans




Interactions microorganismes-meétaux

Biosorption CH,Hg"* o _
(CH..Hg Biométhylation

Hg?*
Biolixiviation
- Hétérotrophe (R-COOH,

sidérophores...)
- Autotrophe (H,SO,)

Séquestration
HPO,2 + M2*—> MHPO,

M022+
soluble MO,

' _ insoluble Biominéralisation
Réduction

dissimilatrice

H,S + M2t — MS

* Modification de la mobilité, biodisponibilité et toxicité
 Exploitations biotechnologiques (extraction des métaux, dépollution)



y n » n
L arsenic dans | environnement

- Origine naturelle (altération de minéraux
Volcanisme, ...) ou anthropique (mines, fongicide,
xyloprotecteurs...)

- Principales formes
Arséniate As(V)
Arsénite As(l1l)

- Cytotoxicité :
. As(V) interférence phosphorylation (ATP)
. As(lll) affinité pour S (thiols)

- Intoxication chronique: Altération pigmentaire,
hyperkératose, cancers

15

Eh (W)

0.5 4

Systéme As-0-H
25°C, 1 bar




Contamination de I’ eau par I’ As : un probléeme mondial

Népal 3 190 000

Exats-Unis 3 00D 00D France 200 000
. Maxique 400 000 Allemagne 1 500 000 Mangolie 300 000
Hongrie 400 00D Chine & DO0 000
Pérou 250 000 Roumanie 36 DOD Tabwan 200 000

. " ‘ " -
heoommmdt?on = - _t
OMS 10 ug L7 4
N
. )
Eaux géothermales L""——\U./
Activités miniéres o

’ Vietnam 1 000 D00
‘ A&entlne 2 000 000 Gréce 150 000 mnmuo'?s D00
Bollvie 50 000 Ghana 100 DOD Bengladesh S0 000 000
Chili 437 000 Espagne >50 000 Inde 6 060

Les chiffres indiquent le nombre de personnes consommant quotidiennement une eau dont la concentration en arsenic
est supérieure 3 10ug L, La gradation des gris est fonction du nombre de personnes contaminées, du plus clair (moins
éleve) au plus fonce (le plus élevé).
D’ aprés Smedley, Kinniburgh (2002)



Cycle de I arsenic

Sources naturelles

Sources anthropiques

T
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A A / .' .' .'
B . . / / / /
S oSS, KA A
s & & s / / / /
A / / / /
VA / , , , ,
ARV

.////
//// s
/’ ’////
////, J 0

mdustrles ©
agriculture

Fond géochimique Puits)/ «—— As[III]

W

Formes immobilisées <——> As[V] —= Ag]lil]

Microorganismes \ Nappes phréatiques




Transformations microbiennes de As

Détoxication Respiration de Oxydation de
(systéme ars) I'arséniate I’ arsénite
As(V) As(lIl) As(V) As(ll)  As(lll) As(V)

.....

Substrat
organique

- Hétérotrophe (NOj3)
- Chimio-autotrophe

Adapté de Silver and Phung 2005. AEM 71:599-608



Méthylation

MMA(II =™ MMA(V)
Vg

TMA(II)

‘0 0... *
LIS

DMA(IIT) = DMA(V)
~
" TMA(II) —> TMAO

Détoxication MAs(III)

MAs(II)

Ars/ \ArsH

As(lll) | MAs(V)

ArsP

Oxydation (Photosynthése
anoxygenique)

Souche PHS-1
(Ectothiorhodospira)

As(lll)

S5

As(V)



Impact des transformations redox sur la mobilité

Eau mobizsation
Respiration As(Ill) Oxydation
(réduction) = )
D . % immobilisation
2
As(V) As(llN) As(V) As(V)  As(V
ASVas(v) A\ /\ At A%

Sediment



Mobilisation de I’ arsenic par
reduction bactérienne

A: Microcosmes sédiment contaminé As
(delta Gange)

1. Aérobie;
2. Anaerobie;

3. anaérobie + acétate

4. |dem 3 + sédiment autoclavé

Islam et al. (2004) Nature 430, 68

20 200
10 ~100
- 0
S ————— |
g 20 40
E
E 20 200
(O}
(VIR
" 40 -100
0 : i !
0 20 40

— e
20

Time (days)

A As(i) (nM)
e As(V) (nM)



B: Diversité bactérienne (banque 16S C: Microcosmes sédiment stérilisé +

rDNA) sédiment + acétate bactéries ferrireductrices isolées du

sédiment
Unamended
20 200
a
10 -100
W Alpha
O Beta _—
W Delta _I__ 0 -0
m Epsilon g 0 15 30 45
Acetate stimulated W Gamma (=
B Firmicutes =20 200
Bacteriodes L?.’ b
O Others =
10- 100
- =
Oi *—h — R 0
0 15 30 45
Time (days)

70% Geobacter (IRB)

A As(i) (nM)
@ As(v) (nM)



(@) Iron-reducing bacteria

Mécanismes de mobilisation

= A: libération de As(V) par dissolution de la
phase porteuse (bactéries ferri-red tq
Geobacter)

= B: désorption de As(V) d’ oxyde de fer ou Al par
réduction dissimilatrice

= C: réduction du Fe et de As par des bactéries
respirant ces deux éléments (Sulfurospirillum
barnesii)

(c) Iron-reducing DARP

. 3e-
S
CH2ﬂ ——y

COs, ?5

TRENDS in Microbiology



Modele conceptuel de mobilisation As dans les aquiféres

Tube Well
_water table
0, H,0
N03_ N2
AsS As(V)
FeAsS As(V) .. .. Fe(lll
As,S3 CO,  CH,0 As(V) .... Al
As(lll)

Oremland (2003)
Science 300, 941

- oxydation As(lIl) minéraux sulfurés par chimioautotrophes

- forage de puits accélérent ce processus (O, NO3)

- adsorption As(V) aux oxydes de Fe/Al

- influx de MO (dépots enfouis, eau de surface, biomass mic.) stimule
respiration anaérobie et libération de As(lll)



—

Calcium (mg/l)

P hosphorus (mg/l)

Altération minérale et mobilisation de As

- Les microorganismes hétérotrophes participent a |” altération des minéraux par production
d’ acides et/ou complexants ---> solubilisation et acquisition de nutriments

- Microcosmes: suivi de la libération de As a partir d” apatite (Cas(PO,)s-imptte source de
phosphate) contenant As (Himalaya) par Burkholderia fungorum.

N
o

A 500
5t -4oo§
' —300?
0_
i 12003
T
- {100%
0 i 1 " 1 " 1
0 10 20 0 0 0 20 30 40 0 0 20 30 40 | —— NoCells
Time (hrs) Time (hrs) Time (hrs)
——yp— Cells#1
[ ' s
=30f 04 2
g - ] = T 80
90l 037 %
g | oo & &
S 10-2 g 540
<10 161 .
] | O
L L L 1 0 0 0 o 1 1 1 1 L L
0 30 40 0 40 0 40

0 20 0 20 30 0 20 30
Time (hrs) Time (hrs) Time (hrs)

Mailloux et al. (2009) AEM 75, 2568



Contréle abiotique:
Apatite + acide gluconique

3
10°F _u
N O Microcsom Data [ ]
B B Dissolution E xperiment
= 10’k u
(@)] C
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microbienne contribue a la mobilisation As.
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Diversité des

| Arsenite oxidizers
® Arsenate reducers

—0,05 substitutions/site

microorganismes

métabolisant |’ arsenic

Stolz et a. (2010) Microbe 5, 53
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Genes fonctionnels

H. arsenicorydans  ~QEINI< T B o (EEK e | (S KRGS D> [ -

Alcaligenes faecalis 62474 — arsB K]( arsA 14.3k pstA K psiC |-.-.( R K s K_HA) asoA - ) 28595

Agrobacterium tumefaciens o L H S R A aoxB ~>I'D )‘j

Rhodoferax ferrireducens 3436683 kab R K's KEHA[  Rfer 3084 > >— 3418278

Burkholderia multivorans 271292 [))-{IB) BmulDRAFT_0400 > >[DiDPacs3) ) 14309
Xanthobacter autotrophicus 2533671 <UH_S ) R >{A)[ XautDRAFT 1941>—/2k 269791
Roseovarius sp217 94434 HOL S [ R {A)[  Ros217_12846 ><}-103913

Nitrobacter hamburgensis (plasmid) 71737 (HA)___ Nham_4427 78271

Chlorobium phaerobacteroides 216018 < H@Ephamn1DRAFT 3635 X< K KKKHD> 230100
Chloroflexus aurentiacus 173526 | >——{A)[ CaurDRAFT_0857 ! >— 166023

Thermus thermophilus HB8 (plasmid) 113820 | > TTHB127 > > 119658

Aeropyrum pernix 1630719 - YD) APE2556 >} 1625332

Sulfolobus tokodai 2395331 < D) ST2391 >{ 2390285

e Conservation des génes impliqués dans la transformation de As (aox, arr, ars)
e Marqueurs moléculaires de ces métabolismes
e Etude des bactéries non cultivables, abondance, diversité in situ



arrA : un biomarqueur de la reduction de As(V) ?

A. Dessin d’amorces PCR dégénérées

ABCD
— |

0.5

GH

J KLMNO PQ

:

1.5

2

B. Detection dans le génome de diverses souches

amorces arrA

+ + + + 4+ + + + + + + +

12 3 45 6 7 8 91011121314151617 1819

amorces ANRr 16S

Malasarn et al. (2004) Science 06: 455

Ladder: 100 bp
ANA-3 arrA deleted
Shew. oneidensis MR-1

Desuilfitobacterium
dehalogenens

E. coli

Pseudomonas chloraphis
Shewanella sp. ANA-3
Desuilfito. hafniense
Desuilfito. frappieri

D. strain GBFH
Wolinella sp.

Wolinella succinogenes
Citrobacter sp.

Bacillus str. E1H
Bacillus, str. MLS10
Sulfur. barnesii SES-3
Shewanella sp. HAR-4
Chrysiogenes

OREX-4

Pyrobac. arsenaticum

\

> ARB

J



As (mM)

0 005 040 045 020 025 Sédiments du lac Mono (Californie)
B.
Arsenate
- A‘~~~ //’D -
____..e_/__/__/___________~:::§_":-..:~_~:A_____ *m,‘
A ‘Mono 1.0cm
AT | I Mono3.0cm

Arsenate Reduction

-
Rate Constant (k) : i & I Mono 5.0cm
\ L | Mono 7.5cm

,/A T . ! Mono 10.5cm

f - ~}  Mono 13.5cm

Arsenite | . | Mono 16.5cm

. Mono 20.0cm

| | | | | |

0O 02 04 08 08 10 1.2
k (h-‘]) Kulp ,et al. (2006) AEM 72, 6514
Corrélation (qualitative)

= jntensité des produits PCR arrA
» activité de respiration de As(V)
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A Bacterium That Can Grow by Using
Arsenic Instead of Phosphorus ?

Felisa Wolfe-Simon,?* Jodi Switzer Blum,? Thomas R. Kulp,2 Gwyneth W. Gordon,?
Shelley E. Hoeft,? Jennifer Pett-Ridge,* John F. Stolz,” Samuel M. Webb,® Peter K. Weber,*
Paul C. W. Davies,™’ Ariel D. Anbar,">® Ronald S. Oremland?

www.sdencemag.org SCIENCE VOL 332 3 JUNE 2011

Souche GFAJ-1 i1solée du lac Mono par enrichissement en milieu —P / + As
Analyse ICP-MS

Table 1. Bulk intracellular elemental profile of strain GFAJ-1. Cells were grown and prepared with
trace metal clean techniques (11). Numbers in parentheses indicate replicate samples analyzed.
As:P ratios were calculated based on all samples analyzed (11). Units are percent dry weight.

0.30

025
Condition As P As:P

+As/—P (8) 0.19 £ 0.25 0.019 = 0.009 73
~As/+P (4) 0.001 = 0.0005 0.54 £ 0.21 0.002

0.20

0.15

0.10

0.05

+As/-P -As/+P

+As/-P -As/+P Ratios
1.00
0.75
0.50
025

0.00
8.00

6.00
4.00

0.00
5x108

5x107

5x 108

5x108 »
0 120 240 360 480
Time (h)

TAS:2CT 13.4(225) 6.0(+16) 2.00
- 0.00

Analyses NanoSIMS ADN et cellules



Biosenseurs bactériens

35 -

T 30 4 s p,
S 25 ] ;/

o % 20 - ¥

inducteur $ 15 - 4{ :
°o régulateur s 10 {
o 3 5 #
® lux / gfp i oL
0 e T T 1
® l 0,0001 0,01 1 i 100 10000
/ NN - As (UM)

|
Q Luciferase /
GFP

= Biotest de détection rapide des quantités biodisponibles de polluants env.



Biosenseur As

light emission (rel. units -106)

5.0

ArsR
Parsb\/\/\/\/v\/v

b
o
I

w
o
1

N
o
1

1.0+

b)

% = 0.997

0 02 04 06 08 1
M

................

PR

1 2 3
(75) (150) (225)
arsenite concentration

Courbe calibration

(300)

arsenic (ug/L) bioreporter assay

reporter

80 -

70

60

50 1

40-

30 1

20 -

10

c) 12 = 0.882 o
n=52 ©

false positive

false negative

10 20 30 40 50 60 70 80

arsenic (ug/L) AAS

arsenic (ng/L) bioreporter assay

Stocker et al. (2003) EST 37, 4743

ars

Trang et al. (2005) EST 39, 7625

400

300 -

200

100 A

false positive

false negative

T

200

T T

400 600
arsenic (ug/L) AAS

Analyse 194 échantillons eaux souterraine Vietham
- 8% faux négatifs
- 2,4% faux positifs

800



ARSOlux®
Biosensor

www.arsolux.ufz.de

Arsenic - Detection

10 ppb arsenite

-y fast, easy, precise, economical
Calibration solution Arsenic contaminated
(Arsenite 10 ppb) groundwater sample

F;— 1)) Fill the syringe
either with the calibration % The pH-value of the
v i i , water sample has to

solution or with the sample
be between 6 and 8

2.) Penetrate the septum stopper
and fill the calibration solution
or the sample into the vial
and give it a brief shake

3.) Incubate for two hours
(temperature range 20 to 35°C)

o

4.) Firstly measure 5.) Secondly measure the sample vial
the calibration vial (note down the displayed value and
(note down the displayed value) compare it to the calibration value)

& Display: B

The luminescence is measured in
Relative Light Unit - RLU.

The value of the calibration solution is equal to WHO limit 10 ppb

6.) @ The value of the sample is higher = arsenic contamination >10 ppb
@ The value of the sample is lower = no arsenic contamination <10 ppb

Characteristics: The light intensity correlates with Measuring range: Arsenite As3 Precision: +/- 10%
the concentration of arsenic. 5 to 1000 ppb



Immobilisation de métaux par les BSR

» Bactéries sulfato-réductrices
= Anaérobies ubiquistes

= Donneurs d’ e- : Hy,, MO de faible PM
(éthanol, acétate, lactate...)

= Accepteur d’ électron : SO,

= ex: Desulfovibrio, Desulfotomaculum,
Desulfobacter

= Forte production de S%
S% + Me 2* -> MeS

» Quelques applications industrielles pour le
traitement d’ eau contaminée

Systéme Thiopac d’ immobilisation des métaux a I’ aide
de BSR (Budelco-Shell, Pays-Bas) - 300 m3/h

lon Influent (mg/L)  Effluent (mg/L)
Sulfate 1000 200
Zinc 100 0.15

Cadmium 1 0.01




Le mercure

Sources naturelles

» La plus abondante : minerai de mercure = HgS, cinabre
 sols : 100 ug kg-1

» eaux de surface : 0,1 ug L-1

Sources anthropiques

« composeés organomercuriels : pesticides (fongicides,
traitement des semences — limité depuis les intox.
collectives dont Irak 1971), industrie papetiére (Cl, pour
blanchiment) industrie pharmaceutique (amalgame
dentaire Hg-Ag, Hg-Sn, peintures antifongique,...)

» activité d’orpaillage clandestine, ...

3 états de valence

« Hg® liquide volatil, peu réactif, peu toxique (mais
rendu toxique par oxydation - catalase, péroxydase...)

« Hg(l), Hg,?* (mercureux),

« Hg(ll), Hg?* (mercurique) = les + toxiques (forte affinité
pour S et NH,)

Hg - seul metal liquide a
température ambiante

42



Forme la plus toxique = monométhylmercure (MMHg) CHs;Hg*

» forte affinité pour le systeme nerveux

» taux élevé de passage des membranes biologique

* long temps de résidence dans les tissus comparés aux formes inorganiques
- Accumulation 10x plus rapide de MMHg / Hg inorganique

Liposolubilité n’explique pas cette différence de bioaccumulation :
Kow dépendant de la spéciation et relativement faibles
- HgCl, = 3.3
- Hg(OH), = 0.05
- CH3HgCI =1.7
- CH3HgOH = 0.07

Constat: rapport MMHg / Hg total > 50% dans les organismes contaminés
< 10% colonne d’eau ou sédiments

-> Bioaccumulation selective du MMHg et bioamplification

43



Transformation microbiennes du mercure

La plupart des conversions sont assurées

e UER e

par les microorganismes

0 +
Biométhylation : BSR et méthanogenes Zone Hg’, CHyHg

Hg?* + vitB,,-CH; -> CH3;Hg" + vitB,,-red

Réduction en Hg® : systémes de résistance
(opéron mer)

| waste
Atmospheric

5 < 7
region




Dépollution d’ effluents contaminés par le mercure

> Fonctionnement de | operon mer

» Bioréacteur pour I'immobilisation de Hg" (100 g o e N n,un

[ e
’ [l r . . Lo
m3 d’ effluent contaminé/jour) 4\ P e, o
. . e - & \ #NA + 1 mer’l
Matrice poreuse inerte + biofilm bactérien \\ " R H=D
; AN merA\
‘ ::: \-\n,_
i 4 NADP!
I 3 5 Hg"
g;fe‘ Medium , 523:;‘ 8
e EESS) .'::-,_
V27 KA
L7/ etetele
Wastewater v [0 i o
inflow ~ ] I
| Lo Liegd [_Oufow -
pH Adjustment Bioreactor Buffer Tank A- Carbon Filter
10000 T 1 L I L
—+—Hg inflow A
9000 +Hg after bioreactor
8000 -=-Hg after carbon filter
=
= 70
2 7000
_g 6000 L] A4 f
% 5000 44— —t- il
g 4000 k ‘
=1 A
3000
i . ‘
2000 |
1000 ‘
0 4 [ . M
142 144 146 148 150 152

day of operation since start

Wagner-Dibler, 1. (2003). Appl. Microbiol. Biotechnol. 62:124-133 Performances du réacteur



Autres exemples de transformations microbiennes

*Dissimilatory Reducers

» Sélenium : formes les plus toxiques Se(VI) et Se(lV) * Sulfurospirilum barnesii
, . . o . e * Thauera selenatis
= réduction successive en Se” permet I' immobilisation - Bacillus
arsenicoselenatis

= methylation (idem Hg) permet la volatilisation (formes
meéthylées peu toxiques

» Chrome: réduction Cr(VI) en Cr(lll)

» Uranium, technétium, neptunium (déchets radioactifs)
peuvent étre réduits en formes moins solubles

b ol B Periplasmic U(IV)

‘Q

5y

- B
W

“Exgaceuumr U(IV)

AEROBIOSE

ANAEROBIOSE

*Non Dissimilatory Reducers

-Sulfur Oxidizers - Desulfovibrio desulfuricans
* Thiobacillus - Wolinella succinogenes
ferrooxidans - Pseudomonas stutzers
* Bacillus megaterium

* From Dowdle and Oremland; 1998



