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Annexe 1

PROJET DE RECHERCHE DETAILLE

Oxydation bactérienne de I'arsenic et du soufre : déchiffrage des connexions entre
ces métabolismes pour la mise en place de traitements biologiques efficaces
d’eaux polluées

L’élimination de I'arsenic des milieux pollués notamment aqueux (eaux usagées, potables ou
effluents industriels) est actuellement un enjeu mondial. L’origine de I'arsenic peut étre diverse mais
est trés largement celle de I'activité industrielle et agricole des Hommes, en région SUD comme
ailleurs. A coté de I'utilisation de I'arsenic comme produit phytosanitaire, I'arsenic provient des
industries chimiques et minieres, parmi lesquelles Altéo (Gardanne), Lyondell Chimie (Fos sur Mer),
Esso (Fos sur Mer), Naphtachimie (Martigues), Eurenco France (Sorgues) et Socatri (Bolléne) dans la
région SUD. Cet arsenic se rencontre sous deux formes oxy-anioniques : arsénite (sa forme réduite
notée As(lll)) et arséniate (sa forme oxydée, As(V)). Les procédés classiques d’élimination
comprennent une étape d’oxydation étant donné que l'arséniate est plus facile a complexer
(notamment avec des oxyhydroxydes de fer), et donc a éliminer, et est lui-méme moins toxique que
I'arsénite. Les procédés chimiques classiques, qui utilisent des réactifs oxydants (peroxyde
d’hydrogéne, hypochlorite de sodium, ozone, permanganate de potassium, dioxyde de manganeése,
etc.), ont non seulement un codt élevé mais sont générateurs de sous-produits eux méme toxiques.
Plusieurs équipes, de par le monde, travaillent donc a mettre au point des méthodes de bio-
remédiation, présentant de plus I'avantage de pouvoir traiter en méme temps d’autres polluants,
par exemple le soufre.

Le laboratoire BIP-UMR 7281, spécialisé dans I'’étude du métabolisme énergétique de micro-
organismes extrémophiles par des approches multidisciplinaires, travaille depuis plusieurs années
sur deux bactéries modeles : Aquifex (A.) aeolicus et Halorhodospira (H.) halophila. Ces deux
bactéries ont été montrées, par le laboratoire, capables de métaboliser I'arsenic et le soufre. Mais
le détail de ces métabolismes n’est pas entierement connu et en particulier des faisceaux de
données suggérent que ces deux métabolismes soient liés. Il a en effet été suggéré non seulement
gue certaines enzymes « classiques » du soufre pourraient convertir I'arsenic mais également que
certains organismes dont H. halophila ne métaboliseraient l'arsenic que si celui-ci a été
préalablement soufré. Le décryptage des deux métabolismes associera des approches de
microbiologie a des études fonctionnelles : 1) par suivi des substrats consommés et produits formés
lors de la croissance bactérienne en conditions soufrées et/ou arséniées, 2) par suivi des protéines
produites lors de ces mémes croissances et 3) par étude enzymologique des enzymes établies étre
impliquées. Ce travail s’avére indispensable au développement rationnel de procédés biologiques
de dépollution. C’est le projet de recherche que nous proposons, en lien avec la Société GERME, qui
a pour spécialité la sélection, la mise en ceuvre et le controle des microorganismes dans
I’environnement, I'agriculture et I'industrie, ouvrant ainsi la possibilité de pouvoir proposer des
solutions techniques innovantes a des problemes écologiques ou industriels. En vue d’un
développement industriel par la société GERME, une partie des expériences pourra étre menée en
collaboration avec cette société. Cette partie du travail est développée spécifiguement dans
I’Annexe 2.
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Suivi des métabolismes de I’arsenic et du soufre-

H. halophila et A. aeolicus sont cultivées, au laboratoire, en utilisant différents substrats
énergétiques : H. halophila croit par oxydation de I’arsenic (arsénite) ainsi que certains composés
soufrés (thiosulfate et sulfure notamment) alors qu’A. aeolicus est cultivée a I'heure actuelle
uniqguement par oxydation du thiosulfate, soufre élémentaire ou encore sulfure (en plus de
I’hydrogene moléculaire). Si ces cultures se font désormais en routine, d’autres donneurs
d’électrons soufrés ou arséniés doivent encore étre testés pour la croissance de ces deux bactéries.
En particulier, des données bibliographiques indiquent une meilleure croissance de H. halophila
avec la présence simultanée de sources d’énergie soufrées et arséniées dans le milieu de croissance
ou de composés mélant soufre et arsenic comme le thioarsenic. De plus, le développement d’A.
aeolicus en présence d’arsenic ou de thioarsenic n’a jusqu’a présent pas été investigué, alors que
des bactéries qui lui sont phylogénétiquement proches ont été démontrées croitre par oxydation
d’arsénite mais aussi de monothioarseniate (Aguiar et al, 2004 ; Hartig et al, 2014). Il conviendra
donc, dans le cadre de ce projet, d’étudier la capacité des souches modéles a utiliser des donneurs
d’électrons soufrés ou arséniés ou les deux et donc de cultiver ces souches dans de nouvelles
conditions de croissance. Ces études microbiologiques seront couplées a une analyse des
conversions du soufre et de I'arsenic par les bactéries en cours de croissance, par la quantification
des substrats et produits du métabolismes dans le milieu de culture par HPLC (pour les composés
du soufre) ou par ICP-MS (qui permet de séparer et doser spécifiquement As(lll) et as(V)) ou encore
par dosages colorimétriques.

Détermination des enzymes clés de ces métabolismes-

Le métabolisme microbien d’oxydation des composés soufrés est trés complexe (Dahl, 2017),
puisqu’il implique plusieurs étapes d’oxydation successives du substrat énergétique faisant
intervenir différents intermédiaires soufrés et donc plusieurs enzymes spécifiques de chacun de ces
intermédiaires. De plus, il a été montré pouvoir étre dévié pour la conversion de I’As chez certaines
bactéries (Cozen et al, 2009 ; Ahn et al, 2019). Le métabolisme de I'arsenic lui semble moins
compliqué, avec une diversité moins importante des enzymes impliquées (van lis et al, 2013).
Cependant les propositions récentes de métabolisme de produits arséniés soufrés laissent penser
gue l'inventaire des enzymes connues aujourd’hui pour transformer I'arsenic ne serait pas encore
complet. Un modeéle général de I'oxydation des composés soufrés et/ou arséniés a été proposé par
le laboratoire, sur la base d’analyse de la séquence des génomes mais aussi d’études biochimiques,
pour les deux bactéries (Figure 1). Parmi toutes ces enzymes, I'Arx est une enzyme réalisant
I’oxydation de I’As(lll) en As(V) (Szyttenholm et al, 2020 soumis). Est-elle capable de convertir du
thioarsénite comme le proposent certains auteurs ? Certaines enzymes du soufre (comme la
thiosulfate réductase Phs et la sulfite déshydrogénase Soe (Duval et al, 2008 ; Dahl et al, 2013)) sont
trés semblables structuralement a I’Arx et appartiennent a la méme superfamille d’enzymes. Peut-
on envisager que ces enzymes du soufre puissent convertir, in vivo, des produits arséniés comme le
suggerent certains auteurs (Cozen et al, 2009 ; Ahn et al, 2019) ou qu’inversement des enzymes de
I’arsenic puissent jouer un réle dans le métabolisme du soufre?

Le deuxieme objectif de ce projet est donc de mettre en évidence le réle exact de certaines
enzymes/protéines potentiellement impliquées dans les métabolismes du soufre et de I'arsenic.
Nous associerons pour cela des techniques biochimiques (détermination d’activités enzymatiques
sur gels natifs ou en spectrophotométrie, western blot, analyse protéomique) a de la
transcriptomigue (qRT-PCR), en utilisant les cellules issues des différentes conditions de croissance.
L'étude du métabolisme énergétique d’A. aeolicus a démarré il y a de nombreuses années au
laboratoire et un certain nombre d’enzymes peuvent maintenant étre suivies en routine,
notamment la sulfite déshydrogenase Soe (Guiral et al, 2012 ; Boughanemi et al, 2016 ; Boughanemi
et al, 2020 soumis). L’étude de celles de H. halophila a été initiée plus récemment, ce qui a permis
notamment d’établir I'implication de I’Arx dans le métabolisme de I'arsenic de cette souche (van Lis
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et al, 2013). Mais d’autres enzymes, notamment du métabolisme du soufre sont-elles utiles ? Si oui
le sont-elles pour la transformation du substrat arsénié ou pour la génération d’énergie
complémentaire nécessaire a la croissance bactérienne ? Parmi les enzymes du soufre identifiées
par analyse de génome, quelles sont celles qui interviennent ? Telles sont les premiéres questions

posées.
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Figure 1

Modeéles d’oxydation des composés
du soufre et de l'arsenic chez H.
halophila (A et B) et chez A. aeolicus
(C).
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Etude enzymologique des enzymes impliquées dans ces métabolismes-

Chez H. halophila, les deux enzymes du soufre (la thiosulfate réductase Phs et la sulfite
déshydrogénase Soe) ont été identifiées par analyse génomique mais non caractérisées. A. aeolicus
possede une sulfite déshydrogénase de type Soe dont la caractérisation enzymologique a été initiée
(Guiral et al, 2005 ; Boughanemi et al, 2020 soumis) (Figure 1). Différentes études suggéerent que
certaines enzymes Soe, au moins, puissent, en plus d’oxyder le sulfite, oxyder également I'arsenic
in vivo (Ahn et al, 2019). Des études enzymologiques compléteront donc les études des voies
métaboliques et seront conduites sur les enzymes purifiées afin de déterminer leur spécificité de
substrats (soufre/arsenic) in vitro. Les enzymes seront produites de facon hétérologue car
difficilement purifiables a partir de I’'h6te naturel (surtout concernant H. halophila) et/ou
directement purifiées a partir des cellules concernant A. aeolicus.

L'ensemble de cette étude permettra non seulement une connaissance plus approfondie de
métabolismes énergétiques microbiens essentiels mais également de pouvoir envisager des études
de dépollution biologique de milieux contaminés a I'aide de ces bactéries.
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