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Résumé. La microflore des sols joue un réle majeur dans le comportement des éléments métalliques et
métalloides. Certaines bactéries sont ainsi capables d’oxyder I’AslIl en AsV, moins toxique et moins
mobile. Des travaux effectués avec des bactéries Aslll-oxydantes dans le cadre de différents projets
indiquent un effet trés significatif de la matiére organique sur I’activité de ces micro-organismes en
aérobie. La matiére organique apparait comme ralentissant la transformation de I’AsIIl en AsV par les
bactéries en condition aérée. L objectif de ce travail a été d’estimer I’influence d’un apport d’extrait de
levure sur la spéciation de I’arsenic par (1) deux souches bactériennes Aslll-oxydantes (H.
arsenicoxydans et T. delicata) et (2) la microflore de sols pollués. Des résultats préliminaires suggérent
un effet significatif de la concentration en extrait de levure sur la cinétique d'oxydation de I'arsénite par
les deux souches bactériennes. La présence de substrat organique pourrait inhiber le processus
d’oxydation, parce que les bactéries métaboliseraient les substrats les plus intéressants du point de vue
énergétique. Il est aussi possible qu’en présence de matiére organique, le systéme Ars de réduction de
I’ AsV soit plus actif et entre en compétition avec le systeme Aio d’oxydation de 1’ AslII, induisant une
vitesse d’oxydation globale plus faible. Des expérimentations conduites sur les communautés
bactériennes de six sols pollués ont montré une oxydation plus lente de 1’ AsIII pour les deux sols les plus
faiblement contaminés en As. Ceci a permis de mettre en évidence une relation entre la contamination in
situ en As et le comportement de la communauté microbienne d'oxydation de I’arsénite. Ces résultats
pourraient étre dus a une plus grande tolérance des bactéries vis-a-vis de I’As dans les sols ayant les plus
hautes teneurs en As, ou bien & une « sélection » de bactéries Aslll-oxydantes autotrophes. La teneur en
carbone organique du sol semble influencer les cinétiques d’oxydation de I’AsIII : dans les sols a faible
teneur en carbone organique (< 1,4 %), ’oxydation se trouverait stimulée par un amendement en extrait
de levure, alors que dans les sols & haute teneur en carbone organique (> 1,4 %), un ajout d’extrait de
levure semble ralentir voire inhiber I’oxydation de ’arsénite. Cet ajout de substrat organique a la matiére
organique déja présente dans le sol aurait pour effet d’atteindre un seuil inhibiteur pour les sols les plus
riches. Les structures des communautés microbiennes des sols étaient aussi probablement d’ores et déja
différentes compte tenu des concentrations originales en matiére organique.

INTRODUCTION

L’arsenic (As) est un métalloide appartenant au groupe Va de la classification
périodique des ¢éléments. L’arsenic inorganique est trouvé dans I’environnement sous
quatre états d’oxydation : I’arsine (As-III), I’arsenic natif (As 0), ’arsénite (AsIII) et
I’arséniate (AsV). La proportion relative de ces états d’oxydation est étroitement liée a
des mécanismes de transformation microbiens et aux caractéristiques physico-chimiques
du milieu (pH, potentiel d’oxydo-réduction Eh...). Dans I’environnement, les especes
inorganiques prédominantes de 1’arsenic sont I’arsénite et I’arséniate.

La mobilité de I’arsenic est principalement déterminée par des processus au niveau des
surfaces minérales, et en particulier a des phénomeénes de précipitation, dissolution, et
ad-/désorption. A des pH neutres, en conditions oxygénées, 1’arsenic est



majoritairement présent sous forme d’AsV, et immobilisé par les oxydes métalliques

[1].

1. Les interactions arsenic/matieres organiques dans les sols

La matiere organique dissoute (MOD) est définie comme la matiére organique présente
dans la solution de sol et passant par les filtres a 0,4-0,6 um. Elle est constituée d’une «
association hétérogene de substances macromoléculaires amorphes, assez mal définies
au niveau moléculaire, avec un grand nombre de fonctionnalités chimiques diverses »
[2]. Environ 20 % de la MOD consiste en des hydrates de carbone, des acides
carboxyliques, des acides aminés et d’autres acides organiques identifiables. Les 80 %
restants sont formés par les acides humiques et fulviques [3].

La matiére organique pourrait influencer la mobilité de 1’arsenic de diverses facons :

- en formant avec cet élément, des complexes solubles maintenant ’arsenic en
solution dans la phase aqueuse [4-5],

- en modifiant sa spéciation : Redman et al. [5] ont mis en évidence qu’un ajout de
maticeres organiques naturelles (NOM) avait pour conséquence de modifier 1’état
d’oxydation de I’arsenic, principalement dans le sens d’une réduction de
I’arséniate en arsénite, augmentant ainsi la mobilisation d’arsenic des oxydes de
fer vers les eaux interstitielles,

- en entrant en compétition avec |’arsenic pour les sites de sorption sur les
matériaux du sol, et les oxydes de fer en particulier. Or, les oxydes de fer sont les
principaux pieges de 1’arsenic dans les sols. Bauer et Blodau [6] ont ainsi montré
qu’un apport de matiére organique induisait une mobilisation de I’arsenic du sol
vers les eaux interstitielles.

- en réduisant les oxydes de Felll et de MnllIl ou IV sur lesquels I’As est souvent
adsorbé, influengant, de fagon indirecte, la mobilité de I’arsenic.

Toutefois, jusqu’a présent, la plupart des études portant sur ’influence de la matiere
organique du sol sur la mobilité de I’arsenic n’a porté que sur des processus abiotiques.

2. Les transformations bactériennes de I’arsenic

La microflore des sols joue un réle majeur dans le comportement des éléments
métalliques et métalloides. La spéciation de 1’arsenic, en particulier, est liée a I’activité
de bactéries capables d’oxyder, de réduire ou de méthyler cet élément, et conditionne
son degré de mobilité, de biodisponibilité et de toxicité. Des bactéries capables de
modifier ’état d’oxydation de 1’arsenic ont été mises en évidence ces derni€res années
dans la plupart des environnements terrestres et aquatiques [7-12].

Certaines bactéries sont ainsi capables d’oxyder I’ AsIII en AsV, moins toxique et moins
mobile car il est davantage susceptible d’étre piégé ou co-précipité. D’autres peuvent
méme utiliser la transformation de 1’As comme source d’énergie. L’existence de
bactéries Aslll-oxydantes est connue depuis les travaux de Green [13] qui, le premier, a
isolé Bacillus arsenoxydans. De nombreuses souches bactériennes posseédant cette
capacité ont depuis lors été isolées d’environnements aussi variés que les sols et les
sédiments contamines, les lacs hypersalés, les points chauds géothermiques et les eaux
d’égouts. Les bactéries AslIl-oxydantes sont physiologiquement diversifiées. En
aérobie, leur métabolisme peut étre chimiohétérotrophe, telles que Herminiimonas



arsenicoxydans ULPAs1 [14] ou chimioautotrophe comme Thiomonas delicata [15] qui
utilise I’ AsIII comme seul donneur d’¢électrons pour produire de 1’énergie.

Une concordance entre des activités bactériennes Aslll-oxydantes élevées, une grande
diversité de genes aioA codant pour la sous-unité catalytique de 1’enzyme clé de
I’oxydation de 1I’AslIl, I’arsénite-oxydase, et la présence d’AsV trés majoritaire dans
I’eau interstitielle du sol a pu étre récemment mise en évidence [15]. Certains auteurs
ont également suggéré que les génes de résistance a 1’arsenic, génes ars tres repandus
chez les bactéries et responsables d’une réduction d’AsV libre en AslIl, pourraient
contribuer a la mobilisation d’arsenic dans I’environnement.

3. Influence de substrats organiques sur I’oxydation bactérienne de I’AsIII

Des travaux effectués avec des souches bactériennes Aslll-oxydantes dans le cadre de
différents projets indiquent un effet treés significatif de la matiére organique sur I’activité
de ces micro-organismes en présence d’oxygeéne. Des expériences réalisées dans le but
d’étudier la colonisation d’un support bactérien (de la pouzzolane) par une communauté
bactérienne Aslll-oxydante, dans 1’objectif de développer des procédés de traitement
d’eau, ont montré que le taux d’oxydation de I’ AsIII diminuait de fagon significative, de
100 % & 34 % en présence de 4 g.L™ d’extrait de levure [16]. La matiére organique
apparait donc comme ralentissant la transformation de 1’AslIl en AsV par les bactéries
en condition aérée, c'est-a-dire dans les conditions physico-chimiques classiques d’un
sol de surface. Or, dans de telles conditions, il est pour I’instant admis que la réaction
biogéochimique prépondérante serait 1’oxydation de I’AslIIl en AsV. Cette réaction a
une importance écologique significative car elle conduit a une stabilisation de I’As dans
I’environnement par la formation d’AsV, dont la capacité¢ a s’adsorber sur des phases
porteuses telles que les oxydes de fer est bien connue [17].

Huang et al. [18] ont récemment étudié 1’effet d’amendements organiques « verts » sur
la mobilisation de 1’arsenic, sa méthylation et sa volatilisation dans un sol de riziere en
condition « inondée ». Ils ont recherché les génes de fonction bactériens liés a 1’arsenic
dans leurs microcosmes. Ces auteurs ont mis en évidence un effet significatif de la
concentration et du type de matieres organiques sur les activités d’oxydation de I’ AslII
et de réduction de I’AsV a travers le gene arsC. L’ajout de matiere organique a eu par
ailleurs pour conséquence d’augmenter la méthylation et la volatilisation de 1’arsenic
dans le sol testé (majoritairement anoxique).

Sur un site pollué, un apport de matiére organique peut étre préconisé pour améliorer la
croissance des plantes dans le cadre d’une opération de phyto-stabilisation. Par ailleurs,
dans un contexte de pollution diffuse, les pratiques agricoles d’amendement des sols
pourraient avoir un impact sur le transfert d’arsenic, a travers les activités bactériennes,
soit vers les eaux souterraines, soit vers les produits alimentaires. 1l est donc crucial de
pouvoir déterminer dans quelle mesure la concentration et la nature de la matiere
organique pourraient influencer la mobilité et la biodisponibilité de I’arsenic dans les
sols et ainsi son impact dans 1’environnement et au niveau sanitaire. L’objectif de ces
travaux a donc été d’estimer ’influence de la matiere organique sur la spéciation de
I’arsenic par la microflore de sols pollués par des méthodes faisant appel a la
biogéochimie et la physiologie bactérienne.

EXPERIENCES AVEC LES SOUCHES PURES



Cette expérience doit permettre d’étudier de fagon précise I’influence d’un apport
d’extrait de levure a différentes concentrations sur 1’activité de bactéries AsIII-
oxydantes présentant des caracteres physiologiques contrasteés.

Les micro-organismes choisis pour cette étude sont Thiomonas delicata souche
arsenivorans (T.ars), capable d’utiliser I’AsIIl comme seule source d’énergie, et
Herminiimonas arsenicoxydans qui est parfaitement caractérisée et dont le génome a été
séquencé.

Pour la souche T. delicata qui est mixotrophe, I’extrait de levure a été testé a des
concentrations de 0; 0,2; 05; let 5 g.L™ Alors que pour la souche H.
arsenicoxydans, hétérotrophe, les concentrations en extrait de levure étaient de 0,5;
2,5:5; 10 et 20 g.L ™. Ces gammes de concentrations en substrats ont été choisies en
fonction du type de métabolisme des deux souches, considérant que H. arsenicoxydans
nécessiterait une concentration plus élevée en matiere organique. Ces tests préliminaires
devaient permettre de déterminer la concentration critique en matiere organique
susceptible d’avoir un impact sur [’activité AslII-oxydante des deux souches
bactériennes.

Chagque erlenmeyer contenant 90 mL de milieu CAsO1 a été inoculé au 1/10°™ par une
pré-culture bactérienne cultivée en milieu minimum CAsO1, amendé a 0,2 g.L™
d’extrait de levure (culture en phase stationnaire). Les expériences ont été réalisées en
batch, & une concentration en arsenic de 75 mg.L™ (soit 1 mM). Les cultures ont été
incubées a 25°C sous agitation, afin d’éviter toute limitation par 1’oxygene. Un
prélevement de 5 mL de culture a été réalisé quotidiennement. L’échantillon a été filtré
a 0,22 um dans des flacons stériles et stocké a 4°C. L’AsV a été extrait par la méthode
PDC/MIBK et analysé par spectrophotométrie d’absorption atomique.

Les résultats préliminaires suggerent un effet significatif de la concentration en extrait
de levure sur la cinétique d'oxydation de l'arsénite par H. arsenicoxydans (figure 1). La
vitesse d'oxydation de 1’AslIIl semble augmenter avec la concentration en extrait de
levure, de 0,5 4 10-20 g.L™.
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Figure 1. Cinétiques d'oxydation de I'Asl1l par H. arsenicoxydans avec extrait de levure

La concentration en extrait de levure semble avoir également eu un effet significatif sur
la cinétique d'oxydation de I’arsénite par T. delicata (figure 2). La concentration
optimale en extrait de levure était de ’ordre de 0,2 g.L™, au-dela de cette concentration,
I’extrait de levure semblait ralentir I’oxydation de I’arsénite. En particulier, a la



concentration la plus élevée en extrait de levure (5 g.L ™), ’oxydation de I’arsénite n’a
commencé qu’apres une latence d’environ 2 jours.
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Figure 2. Cinétiques d'oxydation de I'AslII par T. delicata avec extrait de levure

L’inhibition par la matiére organique a ét¢ plus prononcée pour la souche mixotrophe
(T. delicata) que pour la souche hétérotrophe (H. arsenicoxydans). Ce résultat est
cohérent avec le meétabolisme des souches. En tant que souche hétérotrophe, H.
arsenicoxydans est adaptée a la présence de de matiére organique en plus haute
concentration, tandis que le métabolisme de I’arsenic par la souche mixotrophe T.
delicata pourrait avoir été affecté par une augmentation de la concentration en matiére
organique.

Deux hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer I’influence de la maticre
organique sur I’activité globale d’oxydation de 1’ AslII par la microflore d’un sol :

- L’arsenic est une source d’énergie potentielle pour les bactéries. Il est possible
que la présence de matiere organique en tant que substrat énergétique facilement
utilisable inhibe le processus d’oxydation tout simplement parce que les bactéries
préferent métaboliser les substrats les plus intéressants du point de vue
énergétique.

- La plupart des bactéries Aslll-oxydantes possédent a la fois le systeme Aio
d’oxydation de I’AsIII et le systéme Ars qui confére une capacité de résistance a
I’arsenic. Or, I’activité du systeme Ars induit une réduction de I’AsV en AslII qui
est alors expulse de la cellule. Le systéeme Ars est consommateur d’énergie, a
I’inverse du systeme Aio qui fournit de 1’énergie chez certaines bactéries. Il est
donc possible qu’en présence de matiére organique, substrat énergétique
facilement utilisable, le systeme Ars soit plus actif et entre en compétition avec le
systeme Aio, induisant une vitesse d’oxydation globale plus faible, voire nulle ou
négative (réduction).

EXPERIENCES AVEC LES SOLS

Le méme type d’expérimentations a été réalisé afin de tester I’influence de la
concentration en extrait de levure sur D’activité d’oxydation de I’AslIl par les
communautés bactériennes de sols pollués. 100 mL de milieu minimum CAsO1,
amendés avec 0,2 g.L. " ou 1 g.L™" d’extrait de levure, ont été inoculés avec 1’équivalent



en sol brut humide de 0,2 g de sol sec et tamisé a 5 mm. Une autre concentration (10
g.L™") a été testée sur I’un des sols d’ Auzon (Auzon 1).

Les six sols utilisés proviennent de deux sites différents :

- un site d’une ancienne mine d'or située dans le Limousin : quatre sols ont été
échantillonnés dans une prairie, un champ et une forét a proximité immeédiate du
site, ainsi qu’en aval de la mine, dans une zone anciennement impactée par les
effluents contaminés.

- un ancien site industriel situé a Auzon (Haute-Loire), ou deux sols avec des
teneurs contrastees en As ont été échantillonnés.

Les teneurs en As total des sols ont été mesurées par fluorescence X a l'aide d'un
spectromeétre portatif Niton (Niton® 723S). Le carbone organique total a également été
dose sur les sols secs, tamisés. Les echantillons de sol ont été analyses en COT par
digestion au persulfate de sodium a chaud et analysé par spectroscopie infrarouge.
L’oxydation de I’AsIII a été suivie sur des conditions en triplicat, pendant 4 jours, a
raison de deux prélevements par jour.

Les cinétiques obtenues & 0,2 et 1 g.L™ extrait de levure sont assez similaires entre elles,
excepté pour un sol (Champs) pour lequel la concentration la plus élevée en extrait de
levure & savoir 1 g.L™ semble stimuler I’oxydation de ’AsIIl. Les essais a 10 g.L™
d’extrait de levure sur le sol Auzon 1 ont montré un fort effet inhibiteur.

Le graphique de la figure 3 a été obtenu a partir des mesures de concentrations en AsV
aprés 67 h d’incubation. Les sols utilisés comme inocula sont classés sur I’axe des
abscisses en fonction de leur concentration en arsenic in situ. At = 67 h, I’oxydation de
1’ AsIII était terminée pour tous les échantillons exceptés pour les essais avec les sols de
champs et de prairie, pour lesquels 90 h d’incubation ont été nécessaires. Ces sols
étaient les deux sols les plus faiblement contaminés en As in situ.
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Figure 3. Concentrations en AsV mesurées dans les essais avec lessolsat =67 h

Ces essais ont donc permis de mettre en évidence une relation entre la contamination in
situ en As et le comportement de la communauté microbienne d'oxydation de 1’arsénite.
Il est possible que, dans les sols contenant de plus grandes concentrations en As, les
communautés microbiennes soient en effet plus tolérantes a la présence d’Aslll, et plus



efficaces pour son oxydation. Il a pu également y avoir, dans ces sols, une « sélection »
de bactéries utilisant 1’oxydation de I’ AsIII comme source d’énergie (« type Thiomonas
delicata »). Dans les sols peu ou pas contaminés en As, la communauté bactérienne
pourrait avoir un comportement d’oxydation de 1’ AslII proche de celui observé avec la
souche hétérotrophe (H. arsenicoxydans).

La figure 4 représente le rapport des constantes de vitesse d'oxydation calculées a partir
des cinétiques obtenues & 0,2 et 1 g.L ™" d’extrait de levure.

L'axe des abscisses représente les teneurs en carbone organique initial dans les sols.
L'axe des ordonnées représente le rapport des constantes de vitesse d’oxydation de
I’ AsIII calculées pour 0,2 g L™ et pour 1 g.L™ d’extrait de levure. Ainsi, si un point
correspondant aux caractéristiques d’un sol se situe au-dessous de 1, cela signifie que
l'oxydation a été plus rapide avec 1 g.L™ d'extrait de levure qu’avec 0,2 g.L™* d'extrait de
levure. A I’opposé, si le point se trouve au-dessus de la ligne a 1, c’est que 'oxydation a
été plus rapide 4 0,2 g.L™ d'extrait de levure.
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Figure 4. Influence de la teneur endogéne en carbone organique des sols sur les vitesses d’oxydation de
IAsIlIa 0,2 et 1 g.L™"

Cette courbe met en évidence I’effet d’'une augmentation de la concentration en extrait
de levure sur l'oxydation de 1I’AslII par les communautés microbiennes des différents
sols. Ainsi dans les sols contenant une faible teneur en carbone organique (< 1,4 %),
I’oxydation se trouverait stimulée par un amendement en extrait de levure, alors que
dans les sols avec une haute teneur en carbone organique (> 1,4 %), un ajout d’extrait
de levure & une concentration de 1 g.L™ semble ralentir voire inhiber 1’oxydation de
I’arsénite.

II est possible que 1’ajout de substrat organique a la matiere organique déja présente
dans le sol ait eu pour effet d’atteindre un seuil inhibiteur pour les sols les plus riches. Il
est également probable que les structures des communautés microbiennes étaient d’ores
et déja differentes entre les différents sols, dues aux teneurs originales en matiere
organique.



PERSPECTIVES

Les perspectives directes de ce travail sont (1) de compléter ces expériences avec des
échantillons de sols provenant d’autres sites afin de vérifier la pertinence de nos
hypotheses par des analyses statistiques et (2) de reproduire ces expérimentations en
amendant les sols avec une mixture de substrats organiques complexe représentative de
la matiére organique des sols (sucres, acides aminés, acides carboxyliques
communément retrouvés dans les sols). Les hypothéses relatives aux activités
bactériennes vis-a-vis de I’arsenic seront vérifiées par la quantification des ARNm des
genes aioA et ars. Les conditions qui auront mis en évidence un effet du substrat
organique sur 1’oxydation bactérienne de 1’arsénite seront ensuite appliquées dans des
microcosmes de sols.
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