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L’histoire d’une vie bactérienne
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Plan de cours

de la connaissance d’un microorganisme à la 

biotechnologie en microbiologie environnementale

• Cupriavidus metallidurans CH34 et résistance aux métaux lourds.

• Bioremédiation.

- Réacteur à boues

- Réacteur sur lit de sable

- Réacteurs à membrane

- Perspective en phytoremédiation

• Biosenseurs.

- gène de résistance et expression

- biodétection



Cupriavidus metallidurans CH34

• Isolée dans le sédiment d’un bassin de 

décantation à Zinc (10.000 µg/g)

• Bacille Gram-, mobile, flagelles péritriches

• Croissance en autolithotrophie (H2/O2/CO2) 

et en hétérotrophie (Ac. carboxyliques)

• Caractéristique : résistances aux métaux.

Zn2+ , Cd2+, Co2+, Ni2+, Hg2+, Pb2+, Pt2+, Cu2+,  

CrO4
2-, Tl 2+ ,...

Intérêt en biotechnologie
Cupriavidus metallidurans CH34. Observation 

par microscopie électronique à transmission. 

Échelle : 200 nm. © Groupe Toxicologie 

humaine et environnementale, Laboratoire 

Pierre Süe, UMR 9956 CNRS/CEA 

Saclay/Centre commun de microscopie 

électronique d’Orsay



Toxicité et résistance aux métaux

Nies (2000) Extremophiles. 4:77-82

« Metallophile », contient 

des systèmes de 

détoxification spécifiques

MIC CH34

(mM)

2.5

20 

2.5

12

conc. in sea water  x 1000

MIC



Toxicité et résistance au métaux

Munkelt (2004) J.bacteriol. 186:8036-8043

AE104 = CH34 sans plasmide...



Séquençage du chromosome de CH34 

et de ses plasmides

(171 kb) (234 kb)

Monchy et al.(2007) J. Bacteriol. 189:7417-7425 

1 chromosome de 3.9 Mb, 1 megaplasmid de 2.6 Mb et 2 gros 

plasmides de 171 kb (pMOL28) et 234 kb (pMOL30).



Cupriavidus metallidurans CH34

Mergeay (2000) bacterial Stress Response

Résistance plasmidique aux métaux

CnrYXH Régulation Co2+, Ni2+

CnrCBA Pompes d’efflux (type RND)

ChrAB Sulfate/chromate antiporteur CrO4
2-

ChrC ? superoxyde dismutase? 

MerRTPAD Import et réduction Hg2+

CzcNI Régulation Cd2+, Zn2+, Co2+

CzcCBA Pompes d’efflux (type RND)
CzcD Efflux (type CDF)

CzcRS Régulation

CzcE ?

PbrR Régulation Pb2+

PbrA Efflux à ATPase

CopRS Régulation Cu2+

CopABCD Efflux & complexation

CopF Efflux à ATPase
CopH ? 



Résistance bactérienne au mercure

Silver & Phung (2005) 

J. Ind. Microbiol. 

Biotecnol. 32:587-605

CH34*: 

merRTPAD x3

(système de détoxification par réduction)

P = fixation Hg2+ (périplasme) - T,C,ou F = transport transmembranaire 

A = mercuric réductase - B = organomercurial lyase - R & D = régulateurs - E = ?

*

*

*

*

*

(chaperone)

(régulateur)



Résistance de CH34 au Hg2+

CH34: MerRTPAD x3

P = fixation Hg2+ (périplasme) - T,C,ou F = transport transmembranaire 

A = mercuric réductase - B = organomercurial lyase - R & D = régulateurs - E = ?

tnpAtnpRorf-2R T P A D E

Tn4380 gènes mer

Mergeay et al. (2003) 

FEMS Microbiol Rev. 27:385-410

MerR2 (pas de transcription de merTPAD => répression)

MerR2 + Hg2+ transcription de merTPAD => induction)

MerD décrochage de MerR-Hg2+ 

  - pas de transcription de merTPAD

  - transcription de merR



Expression des gènes mer - structure 

du promoteur mer

Brown et al. (2003) 

FEMS Microbiol Rev. 27:145-163



Expression des gènes mer

Brown et al. (2003) 

FEMS Microbiol Rev. 27:145-163

MerR2

ARN polymérase

-10-35

MerR2-Hg2+

MerD

Liaison MerR / ADN / ARN polymérase

mais complexe formé inactif. 

Répression des promoteurs PmerR et 

PmerTPAD.

Liaison de Hg2+ à MerR , changement 

de conformation du complexe et 

induction de la transcription 

Libération du promoteur via 

déplacement de MerR-Hg2+ par MerD

transcription de merR



Résistance de CH34 au Pb2+

Mergeay et al. (2003) 

FEMS Microbiol Rev. 27:385-410

T = import du Pb2+

A = efflux à ATPase de type P

B = facilitator (TAR)

C = signal peptidase

D = sequestration Pb2+

R = régulateur

PbrR (comme MerR) = activation en présence de Pb2+



Résistance de CH34 au Cd2+  et au Zn2+

Legatzki (2003) J.Bacteriol.. 185:4354-4361

(systèmes de détoxification par efflux)

système RND

ATPase de type P
système CDF

RND

CDFRégul. Régul. ?.

(putatif...)

MI

ME

(RND = Résistance-Nodulation-Division)

(CDF=: Cation diffusion facilitator)

(= pompes ioniques)



Résistance de CH34 au Cd2+ - Zn2+ -Co2+

Nies (2003) FEMS Microbiol. Rev. 27:313-339

(systèmes de détoxification RND)

- Complexe protéique tripartite 

propulsé par un gradient de 

protons (ne consomme pas 

d’ATP).

- Les ions métalliques peuvent 

être expulsés à partir du 

cytoplasme ou du périplasme.

CzcABD chez CH34

RND = cation/proton antiporteur

MFP = Membrane Fusion Protein
OMF = Outer Membrane Factor



Résistance et remédiation

CH34

substrat = sel d’ac. 
carboxylique

(ex. Na gluconate)

pH

H+

Déchets 

métaboliques

=

CO2 => CO3
2-

M2+

précipitation

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258  - Nies (2000) Extremophiles. 4:77-82

si pH si pH 
(acide 

carbonique)

(bicarbonate)

(carbonate)



Résistance et remédiation

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258



Résistance et remédiation

Diels (1999) Molecular Biotechnology. 12:149-158

ex. bioprécipitation du Cd en culture



Métaux lourds et sidérophores

Andrews et al (2003) FEMS Microbiol. Rev. 27:215-237

Energy-

transducing 

complex
transporteur ABC 

Sidérophore = chelateur 

permettant de capturer et 

« solubiliser » du Fe3+ 

avant transport.

Système généralement 

induit en carence de Fe.

Chez CH34, la 

« staphyloferrin B » peut 
complexer des métaux 

toxiques. Elle est induite 

par les métaux lourds 

même en présence de Fe.

« solubilisation » de métaux

& séquestration



exemple de sidérophore :

entérobactine d’Escherichia coli

Fe



Production d’EPS et décantation de sol

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258

Fig. 2 Flotation behaviour of CH34 in a soil 

suspension. (A) Soil slurry made from 90% 

water and 10% soil (by volume), (B) the same 

soil slurry after inoculation and growth with 

CH34

10% sol

90% eau

idem 

+ CH34

BioMetal Sludge Reactor



BioMetal Sludge Reactor

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258

Vue d’ensemble & concept

Décantation

de CH34 (bioprécipitation / floculants)

Boue
ajout CH34 à 

108 b /mL final

Sédimentation

du sol



BioMetal Sludge Reactor

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258



BioMetal Sludge Reactor

Diels et al. (1999) Molecular biotechnology 12:149-158

Biomasse (jour 2):

> 100 mg Cd/kg

> 5000 mg Zn/kg

> 2000 mg Pb/kg

Phase eau (jour 2):

< 0.1 ppm Cd

- 0.9 ppm Zn

- 0.2 ppm Pb

Utilisation du « BIOMET-sensor AE1433 »

equivalent mg Zn/kg sol

temps de contact bactérie/boues

(ici prélevement à intervalles)



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Fig. 1 CH34 growing on the crevasses 

of sand particles scanning electron 

microscopy by L. Macaskie (Univ. 

Birmingham, UK), marker is 500 µm.

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258

système MERESAFIN

Mise à profit de la capacité de CH34 à former des biofilms et à 

piéger des métaux pour dépolluer des effluents contaminés 



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Utilisation des propriétés de biosorption et bioprécipitation des ETM 

de CH34 pour le traitement d’eaux contaminées

Principe du MERESAFIN

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Pümpel et al. (2001) Hydrometallurgie 59:383-393 Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258

Filtre à lit de sable mobile basé sur un principe de contreflux 



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Dispositif complet 
- filtre bed = 12 m3

- sable: quartz, diam. 1.2 à 2.0 mm

- flux alim.: 20-45 m3/h

- flux wash water: 3-5 m3/h

- temps de contact lit de sable: 36 min

Pümpel et al. (2001) Hydrometallurgie 59:383-393

Réservoir

nutriments

filtre à sable

séparateur

déshydratation 

de la biomasse

biomasse



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Diels et al. (2003) Hydrometallurgie 71:235-241

Cellule bactérienne récupérée dans 

le filtre de l’eau supérieur

SEM : présence de concrétions sphériques

TEM : particules opaques aux electrons

EDAX : pics pour sulfure, Fe, Co, Ni

(ou EDX = Energy Dispersive X-ray)



Biosorption du Ni2+ par la biomasse

Pümpel et al. (2003) BioMetals 16:567-581

un exemple...

+ biomasse (« sludge ») 

+ dopage en Ni

(Ni(NO3)2.6H20

initialdopage « background » équilibre

q=V(C0-Ce)/M

C0= CBG+Cs

(Entrée)

(Biomasse concentrée)

(q = quantité adsorbée)



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Pümpel et al. (2001) Hydrometallurgie 59:383-393

• Charge eau traité : 2-5 mg/L

• « biosludge » récupéré :

- 20 mg/g mat.sèche 

- facteur de concentration 10.000 

Effet de l’apport en C et N



« Bacteria Immobilized Composite 

Membrane Reactor »

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258

Principe : 

eaux 

contaminées

membrane (Zirfon)
nutriments

M2+

biofilm

MCO3



Réacteur à membrane tubulaire

Diels et al. - Patent # US6013511

Direction des 

effluents

Direction des 

effluents

Entrée des 

effluents

Sortie des 

effluents

Nutriments

Nutriments

Entrée

Sortie

Lumière

intratubulaire

Support

Membrane

Biofilm
Lumière

extratubulaire



Réacteur à membrane tubulaire multiple

Diels et al. - Patent # US6013511

Membrane en fibres (pas de support)



Différents modèles de réacteur

Diels et al. (1995) J. Membrane Science 100: 249-258

Flat Sheet Reactor

Tubular Membrane Reactor



« Bacteria Immobilized Composite 

Membrane Reactor »

Diels et al. - Patent # US6013511
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Pompes

mesures de 

pression

régulateur 

de pression



« Bacteria Immobilized Composite 

Membrane Reactor »

Diels et al. (1995) J. Membrane Science 100: 249-258



Phytoremédiation



Bactérie endophytique &  phytoremédiation

Contribution of plants and their associated bacteria 

to phytoremediation of organic contaminants.

Weyens et al. (2009) Cur. Opin. Biotechnology 20:248–254



Bactérie endophytique &  phytoremédiation

Weyens et al. (2009) Cur. Opin. Biotechnology 20:248–254



Réduction de la toxicité du Cd2+ par CH34 

Contrôle +CH34 +CH34MTß

Sol +/- bactéries

(108 cellules /g) 

Sol +/- bactéries

(108 cellules /g) 

+ CdCl2 (150 µM)

Valls et al. (2000) Nature Biotechnology 18:661-665

Fusion protéique

Metallothionéine de souris 

(petite protéine à haute affinité 

pour les ions métalliques)

domaine ß 

d‘« IgA protease »

(protéine restant 

associée à la 

membrane 
externe)



Biosenseurs bactériens



Du gène à la protéine

A GA C A T A G CC T A T T GC A T

G CAT T T C G T A G A T A A T C G

ADN

A GA C A U A G CC U A U U GC A U

ARN

Transcription

5’ 3’

3’ 5’

5’ 3’

codon

Lys

His

His Leu
Leu

Ser

Traduction

Polypeptide

le code génétique

inspiré de : Watson et al. (2009) Biologie Moléculaire du Gène



Structure du gène bactérien

TAAGGAGG (N)8

codon

Stop

(ARN)

(protéine)

Cadre de lecture

codon

initiateur

séquence de 

Shine-Dalgarno

-10 +1

TTGACA (N)17 TATAAT

Promoteur

-35

ARN 

polymérase

régulateurs



Structure d’un opéron bactérien

(ARN)

+1

Promoteur

PmerTPAD
merPmerT merA merD (ADN)

SD SD SD SD

ARN 

polymérase Régulateur

(MerR2)

MerT MerP MerA MerD

(Protéines)

• 1 promoteur  /  4 gènes  /  1 seul ARN  /  4 protéines

• 1 seul système de régulation / 1 expression concertée de 4 protéines



Expression des gènes mer

Brown et al. (2003) 

FEMS Microbiol Rev. 27:145-163

MerR2

ARN polymérase

-10-35

MerR2-Hg2+

MerD

Liaison MerR / ADN / ARN polymérase

mais complexe formé inactif. 

Répression des promoteurs PmerR et 

PmerTPAD.

Liaison de Hg2+ à MerR , changement 

de conformation du complexe et 

induction de la transcription 

Libération du promoteur via 

déplacement de MerR-Hg2+ par MerD



Principe d’un biosenseur bactérien

(ARN)

+1

Promoteur

PmerTPAD
merPmerT merA merD (ADN)

SD SD SD SD
ARN 

polymérase

MerT MerP MerA MerD (Prot.)

• 1 promoteur régulé

• 1 gène rapporteur

Hg2+

+1

Promoteur

PmerTPAD
gfp

SD
ARN 

polymérase

GFP



Exemple de régulation : le système cnr 

Cobalt  Nickel Resistance

? 

Système 

d’efflux 

à Ni2+ 

secondaire

Transporteur RND

Ni2+

Ni2+

Ni2+

C

A

BB

Régulation

Facteur 

sigma

?

periplasmique

senseur?

?

= promoteur



Transcription à partir de la région cnrYXH 

régulation par Ni2+ et Co2+

luxCDABE

luxCDABE

C. TIBAZARWA,Tibazarwa et al. (2000) J. Bacteriol. 182:1399-1409

gènes rapporteurs



Transcription à partir de la région cnrYXH 

régulation par Ni2+ et Co2+

luxCDABE

luxCDABE

C. TIBAZARWA,Tibazarwa et al. (2000) J. Bacteriol. 182:1399-1409



Induction cnrCp par Ni2+ et Co2+

Grass et al (2000) J. Bateriol. 182:1390-1398

fusion cnrCBA-lacZ

Ni2+ 0,5 mM

Co2+ 0,5 mM

Zn2+ 0,3 mM

CrO4
2- 0,1 mM

Contrôle



Résistance aux métaux et biodétection

Tibazarwa et al (20012) Environ. Poll. 113:19-26

luxCDABE



Résistance aux métaux et biodétection

Tibazarwa et al (20012) Environ. Poll. 113:19-26

luxCDABE



Résistance aux métaux et biodétection

Tibazarwa et al (20012) Environ. Poll. 113:19-26

luxCDABE



« De la résistance au métaux lourds aux 

biosenseurs »

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247–258

Cas du test BIOMET



(gènes luxCDABE)

Bioluminescence et luciférase

Bioluminescence 

émise par une bactérie 

symbiotique (Vibrio 

fischeri) ici chez un 

Calmar

Colonies bactérienne 

(vibrio fischeri) sur 

boite de pétri en 

lumière du jour 

(gauche) et à 

l’obscurité (droite)



(biosenseur à phénol :  PmopR::luxCDABE)

Bioluminescence et luciférase

Sol contaminé 

en suspension 

Sol sans 

phénol

Milieu 

+ 

phénol

Abd-El -Haleem (2002) Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 29, 233 –237



(gènes luxCDABE)

Bioluminescence et luciférase

LuxCDE : 

conversion 

d’acide gras 

en aldéhydes 

à longues 
chaînes

LuxAB : 

oxydation 

aldéhyde et 

flavine 

mononucléotide 

LuxFGH?

bleu-vert 

490 nm



Bioluminescence et luciférase

NADPH2

NADP

Substrat ox

Substrat red

NADH2

Respiration

Biosynthèses

RCHOOH

RCCO

Luciférase

(LuxAB)

FMNH2
FMNH-OOH

(HFMNH-OH )
.

FMN

FMNH2

FMN

H2O

Flavine

réductase

Biosynthèse 

des acides gras

NADPH2

NADP

ATP

AMP

Réductase

(LuxCDE)

bleu-vert 

490 nm

O2



FMN : flavine mononucléotide

http://rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/part2/redox.htm

semiquinone forme réduiteforme oxydée



Autre gène raporteur : gfp
(« green fluorescent protein »)

Claudia Mills :

http://faculty.washington.edu/cemills/Aequorea.html

Bioluminescence Web Page :

http://www.lifesci.ucsb.edu/~biolum/

Aequorea victoria

GFP



Autre gène raporteur : gfp
(« green fluorescent protein »)

Protéine: 238 aa, structure "beta-can"

Absorbance/excitation: 395 & 475 nm 

Site actif Ser65-Tyr66-Gly67 

Modification post-traductionnelle : 

cyclisation entre Ser65 et Gly67



bactéries « marquées » à la GFP



(Stratification dans un biofilm de S. oneidensis)

Autres protéines fluorescentes

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330
(grille : 10 m  10 m) 

Biodisponibilité O2

ecfp 

constitutif

fusion mtrB::

eyfp[VVA]
combinaison

• Fluorescent constitutive dans le cyan 

(rouge = fausse couleur).

• Evolution du biofilm au cours du temps  

[F: 17h (8 m); G: 29h (18 m); H: 47h (58 m); 

I: 71h (104 m) ; J: 85h (118 m)].

• Fusion mtrB::eyfp[VVA]:

- pas d’expression avant que le 

biofilm n’est atteint 60 m.

- expression prédominante dans les 

zones supposées sans O2.



ß-gal

ß-galactosidase et substrats artificiels

NO2

OO

OH

OH

HO

CH2OH

ONPG

(Orthonitrophényle-ß-D-Galactopyranoside) Galactose
ONP

(Orthonitrophénol)

OH

O

OH

HO

CH2OH

OH

NO2

HO

effet mésomère sur 

l’orthonitrophénolate

pH>8

N +

- O

O

- O

O

O -

N +- O

ß-gal

Jaune



dosage de l’activité ß-galactosidase

Tfinal
T0

0.5 ml

Na2CO3 (1M)

0.2 ml ONPG

(4 mg/ml)

Culture d’Escherichia coli 

en milieu défini + Lactose 

0,9 ml Z buffer

50 µl CHCl3

0,1mL

Tfinal
T0

Culture d’Escherichia coli 

en milieu défini + Glucose 

0,1mL

Dosage

A420



Activité ß-gal & activité transcriptionnelle

×
1000

A420 - (1.75 × OD550)

OD600× Vechantillon×
T

A.S. = 

[ONP] 

produit
Bruit de 

fond débris

Quantité de 

biomasse

Durée du 

test

• En dosant l’activité ß-galactosidase on peut connaître le niveau de 
transcription du gène lacZ.

• L’activité ß-galactosidase « rapporte » l’état induit (ou réprimé) du 
promoteur Plac (en amont du gène lacZ)
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