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I n t rod uc t ion  g én ér a l e  e t  ob j ec t i f s  
La microflore des sols joue un rôle majeur dans le comportement des éléments métalliques et 

métalloïdes. La spéciation de l‟arsenic, en particulier, est liée à l‟activité de bactéries capables 

d‟oxyder, de réduire ou de méthyler cet élément, et conditionne son degré de mobilité, de 

biodisponibilité et de toxicité. L‟arsénite (AsIII) est plus toxique que l‟arséniate (AsV) et plus mobile. 

L‟activité bactérienne globale d‟oxydation de l‟AsIII tend à diminuer la toxicité de l‟arsenic dans les 

sols et le risque de pollution de l‟aquifère sous-jacent. Des données collectées dans le cadre de 

différentes expérimentations suggèrent un effet de la matière organique sur la vitesse ou la capacité 

d‟oxydation de l‟arsenic par les bactéries en présence d‟oxygène. Cet effet et son impact potentiel sur 

le comportement de l‟arsenic dans un sol réel n‟ont pas été déterminés jusqu‟à présent. La 

concentration et la nature de la matière organique d‟un sol conditionnent  sa qualité agronomique. Sur 

un site pollué, un apport de matière organique peut être 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, à travers les activités bactériennes, soit vers les eaux souterraines, soit vers les produits 

alimentaires.  

L‟objectif du présent projet de thèse était de quantifier l‟influence de la matière organique sur la 

spéciation de l‟arsenic par la microflore de sols pollués, et les conséquences de ce phénomène 

biogéochimique sur la mobilité, la biodisponibilité et l‟écotoxicité de ce métalloïde.  

Pour cela, l‟étude précise et systématique de l‟influence de divers types de matières organiques sur 

l‟activité de bactéries AsIII-oxydantes, de microflores globales de sols réels et sur la mobilisation de 

l‟As dans ces sols a été effectuée. 

L‟ensemble des données obtenues est présenté dans ce manuscrit qui comporte cinq chapitres.  

Le chapitre 1 présente un état de l‟art sur l‟arsenic, sa transformation dans l‟environnement par les 

microorganismes et les gènes associés à ces réactions, les interactions abiotiques de l‟arsenic avec les 

composants du sol et en particulier avec la matière organique intrinsèque de ce compartiment 

environnemental ainsi que les premières études qui ont montré un effet de la matière organique sur les 

activités bactériennes liées à l‟arsenic. Les chapitres 2, 3 et 4 sont présentés sous forme d‟articles.  

Le chapitre 2 porte sur l‟étude de l‟influence de la nature et de la concentration en matière organique 

sur la vitesse spécifique d‟oxydation de l‟AsIII et l‟expression du gène aioA par deux souches 

bactériennes, Thiomonas delicata sp. arsenivorans et Herminiimonas arsenicoxydans.  
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Le chapitre 3 est consacré à l‟élaboration d‟un mélange synthétique de molécules organiques 

représentatif de la matière organique naturelle des sols en termes de ratio C/N et fonctions 

carboxyliques / fonctions phénoliques. Cette mixture est proposée en tant que modèle reproductible 

des substances utilisées pour amender les sols pollués en laboratoire, afin de pallier aux inconvénients 

des substances complexes naturelles et des amendements constitués de simples molécules organiques 

utilisés jusqu‟à présent.  

Le chapitre 4 décrit une étude de l‟influence de la matière organique sur la spéciation de l‟As et sur la 

mobilité du métalloïde toxique influencée par l‟activité de microflores globales de sols pollués, ainsi 

que l‟influence des caractéristiques des sols sur la constante de vitesse d‟oxydation microbienne de 

l‟AsIII. 

Le chapitre 5 présente les conclusions et perspectives de ce travail de thèse, tant au niveau 

fondamental que sous l‟angle des implications environnementales. 
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Ch ap i t r e  I .   S yn th èse  b ib l iog r aph iqu e  
L‟objectif de cette synthèse bibliographique est de situer notre travail dans le contexte scientifique 

actuel concernant l‟influence des matières organiques des sols sur la mobilité de l‟arsenic. Les 

principales questions posées par la problématique et les manques à combler au démarrage de cette 

thèse nous ont conduits à structurer l‟état de l‟art en quatre sections, figurées sous forme d‟un schéma 

conceptuel (Figure 1).  La section (I) présente de façon générale l‟arsenic ainsi que ses propriétés 

physico-chimiques et toxicologiques ; la section (II) dresse l‟état de l‟art concernant les 

transformations microbiennes de ce métalloïde (oxydation, réduction et méthylation) ; la section (III) 

traite des sols et du rôle fonctionnel qu‟y jouent les microorganismes dans le processus de dégradation 

de la matière organique ; enfin, la section (IV) fait un point sur la littérature rapportant une influence 

des substrats organiques sur l‟oxydation abiotique et biologique de l‟AsIII dans les sols. Cependant, 

alors que l‟oxydation abiotique de l‟AsIII par la matière organique est largement démontrée et étudiée, 

jusqu‟à présent aucune étude n‟avait porté sur l‟influence de la concentration et de la nature de la 

matière organique sur l‟oxydation bactérienne de l‟AsIII en conditions aérobies. C‟est dans ce 

contexte que s‟inscrit cette présente thèse.  

 

Figure . Schéma conceptuel représentant l‟approche utilisée dans la synthèse 
bibliographique pour aborder l‟effet d‟un apport de matières organiques sur les 
transformations bactériennes de l‟As dans les sols  
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I . 1 .  L ‟a r s e n i c  

 G é n é r a l i t é s  I.1.1.

L‟arsenic (As) est un métalloïde appartenant au groupe Va de la classification périodique des 

éléments. Ubiquitaire, il est naturellement présent dans la croûte terrestre dans laquelle sa 

concentration moyenne varie entre 2 et 5 mg.kg-1 (20ème élément par ordre d‟abondance). L‟arsenic se 

retrouve très souvent associé à des minéraux porteurs de métaux ou des molécules soufrées (Oremland 

& Stolz, 2003). Dans certains sols, la concentration naturelle en arsenic peut atteindre plusieurs 

centaines de parties par millions (ppm). Ce métalloïde est largement répandu dans les roches qui 

renferment 99% de l‟As total dans l‟environnement (Bhumba & Keefer, 1994). L‟altération naturelle 

de ces roches renfermant de l‟As entraîne une redistribution de cet élément vers les autres 

compartiments environnementaux. D‟importantes quantités d‟As sont par ailleurs libérées par les 

éruptions volcaniques, les sources thermales et les fumées dues aux feux de forêt. Environ un tiers de 

l‟As dans l‟atmosphère proviendrait de ces sources naturelles, et le reste serait d‟origine anthropique.  

La dispersion d‟As anthropogénique est principalement liée aux activités minières, industrielles et 

agricoles. Les activités minières sont une source significative d‟apport d‟As dans l‟environnement. 

L‟As est présent en fortes proportions dans des minéraux porteurs de métaux communément exploités, 

tels que le Cu, le Ni, le Co, le Pb, l‟Ag, l‟Au. Lors de l‟extraction minière de ces éléments,  l‟As, en 

tant que produit secondaire, se retrouve dans les déchets (stériles miniers) ou les eaux de drainage des 

galeries minières (Bodénan et al, 2001; Casiot et al, 2003). 

Il existe plus de 200 minéraux contenant de l‟arsenic qui correspondent à des arséniates, des sulfures et 

sulfosels, des arsénites, des arséniures ou encore des oxydes (tableau, Laperche et al, 2003). 

Tableau : Caractéristiques et exemples des principales phases porteuses de l‟arsenic dans les 
sols (d‟après (Laperche et al, 2003) 

Type Présence Exemple (nom, 
formule chimique) 

Arséniate Représente 60% des minéraux 
riches en As 

scorodite FeAsO4, 2 H2O 
pharmacosidérite Fe(AsO4)3(OH)3, 6 H2O 

pharmacolite CaHAsO4 

Sulfure, 
sulfosel 

Stabilisé en conditions 
réductrices, 20% des minéraux 

arséniés 

arsénopyrite FeAsS 
orpiment As2S3 
réalgar AsS 

Arsénite Stabilisé en conditions 
thermodynamiques restreintes 

armangite Mn3(AsO3)2 
finnemanite Pb5(AsO3)3Cl 

Arséniure Surtout métallurgie extractive skutterudite CoAs3 
jöllingite FeAs2 

Oxyde Forte solubilité, forme principale 
de commercialisation 

claudetite As2O3 
arsenolite As2O3 
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L‟arsenic est un élément chalcophile, il se combine facilement au soufre pour former des sulfo-

arséniures de métaux. Il a été utilisé comme indicateur pour la prospection minière, de l‟or en 

particulier. Les sols peuvent contenir des minéraux primaires issus de l‟altération de la roche mère du 

sous-sol. 

Les activités industrielles contribuent également à la libération d‟As dans l‟environnement. L‟arsenic a 

été et est toujours très utilisé dans les industries, chimiques, pharmaceutiques et phytosanitaires, ainsi 

que dans celles du bois, du cuir, du verre, des peintures, de l‟électronique et de l‟armement. Les 

contaminations localisées près des fonderies de métaux indiquent que la plus grande partie de l‟As 

contenu dans les fumées est recueillie rapidement sous forme de retombées sèches et dans les 

précipitations. Les activités agricoles, notamment la viticulture, la production fruitière et les cultures 

maraîchères intensives, ont largement utilisé des pesticides contenant de l‟AsV (arséniate de plomb) 

et/ou de l‟AsIII (arsénite de calcium). Depuis l‟introduction des pesticides organochlorés puis 

organophosphorés (entre les années 1940 et 1970), leur utilisation a beaucoup diminué avant d‟être 

interdite en France (en 2001 pour l‟arsénite de sodium). L‟arsenic reste en revanche utilisé sous forme 

de diméthylarsinate de sodium dans les insecticides.  

Ces applications expliquent la contamination de nombreux sols agricoles et de sites industriels en 

arsenic. Aujourd‟hui, on ne recense pas moins de 1103 sites pollués à l‟arsenic en France  

(http://basol.developpement-durable.gouv.fr/).  

 P r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  e t  s p é c i a t i o n  I.1.1.
d a n s  l e s  s o l s  

L‟arsenic inorganique est trouvé dans l‟environnement sous quatre états d‟oxydation : l‟arsine (As-

III), l‟arsenic natif (As0), l‟arsénite (AsIII) et l‟arséniate (AsV). La proportion relative de ces espèces 

est étroitement liée à des mécanismes de transformation microbiens et aux caractéristiques physico-

chimiques du milieu (pH, potentiel d‟oxydo-réduction Eh…).  

Les principales espèces d‟As présentes dans les eaux sont des oxyanions ou des composés neutres 

inorganiques. Dans le milieu aquatique, les espèces inorganiques prédominantes de l‟arsenic sont 

l‟arsénite et l‟arséniate. L‟As élémentaire est rarement détecté et le degré d‟oxydation (–III) n‟est 

présent que dans les environnements très réducteurs (Cullen & Reimer, 1989). L‟arséniate (AsV), 

fréquemment noté AsO4
3-, a un pKa de 7,0 avec des formes HAsO4

2- et H2AsO4
2- d‟égales abondances 

à pH 7,0. L‟AsIII quant à lui est noté H3AsO3. Les formes d‟arsenic organiques sont principalement 

trouvées dans les organismes vivants, sous formes méthylées. 

http://basol.developpement-durable.gouv.fr/
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Dans les sols non contaminés, la concentration moyenne globale est de l‟ordre de 5 à 6 mg.kg-1, avec 

des variations de plus d‟un ordre de magnitude liées au type de sol considéré (Chen et al, 2002). 

Les oxydes de fer jouent un rôle majeur dans le comportement biogéochimique de l‟As. Les oxy-

hydroxydes de fer, comme la ferrihydrite sont les composants du sol les plus réactifs pour la sorption 

de l‟arsenic : ils peuvent piéger plusieurs centaines de mg par kg d‟arsenic, sous forme AsIII ou AsV 

(Goldberg, 2002). L‟AsIII et l‟AsV s‟adsorbent à la surface des oxydes et des oxyhydroxydes de fer 

sous la forme de complexe de sphère interne. Des mécanismes de sorption bidentée et binucléée 

similaires ont été mis en évidence pour l‟AsV et l‟AsIII, et un complexe supplémentaire de type 

bidenté mononucléaire a été mis en évidence avec l‟AsIII, en particulier dans le cas de l‟hématite et de 

la ferrihydrite (Ona-Nguema et al, 2005). 

La mobilité de l‟arsenic dans l‟environnement est donc dépendante de sa forme, de sa spéciation et de 

son interaction avec les phases minérales (sulfures, oxyhydroxydes métalliques, argiles et carbonates 

de calcium). Les phénomènes de précipitation/dissolution, d‟adsorption/désorption et la volatilisation 

sont donc de première importance pour expliquer la mobilité de l‟As dans l‟environnement et son 

transfert dans les eaux interstitielles. Ainsi, à pH neutre, en conditions oxygénées, l‟arsenic est 

majoritairement présent sous forme d‟AsV, et immobilisé par les oxydes métalliques (Smedley & 

Kinniburgh, 2002). L‟AsIII, plus mobile, persiste dans la solution du sol et risque donc de migrer plus 

rapidement vers les nappes phréatiques. 

Le rôle des oxydes de fer en tant que pièges à arsenic a été mis en évidence à la fois sur des sites 

pollués et dans des sols contenant de l‟arsenic d‟origine géologique (Morin & Calas, 2006). Ainsi, sur 

le site d‟Auzon, pollué par des opérations de grillage de sulfures d‟arsenic, puis de  synthèse de 

produits chimiques arséniés, les sols contiennent jusqu‟à 1,2% d‟arsenic. L‟horizon de surface contient 

des minéraux arséniés hérités de la source de contamination, tels que l‟arséniosidérite et la schultenite 

(arséniate de plomb). Cependant, une analyse détaillée de la spéciation de l‟arsenic dans les profils de 

sols a révélé que la plus grande partie de l‟arsenic présent sous forme d‟arséniate était piégé sue des 

oxyhydroxydes de fer (Cancès et al, 2005). Ce phénomène de piégeage se produit après l‟altération des 

minéraux sources. Au niveau d‟une anomalie géochimique riche en arsenic, sur le site d‟Echassière 

(Allier, France), les sols se sont développés sur des schistes riches en arsenic (Morin et al, 2002). 

Induisant des concentrations atteignant jusqu‟à 900 mg.kg-1 dans l‟horizon de surface. Les minéraux 

primaires porteurs d‟arsenic  dans les roches sous-jacentes sont l‟arsénopyrite, la löllingite (FeAs2) et 

une solution solide de pharmacosidérite proche de la pharmacosidérite à baryum BaFe4(AsO4)3(OH)5, 

5 H2O. Cependant, ces formes ne représentent plus que 20-30% de l‟arsenic total dans l‟horizon de 

surface, le sol étant progressivement enrichi en arsenic adsorbé sur des oxydes de fer peu cristallisés. 
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A pH acide à modérément acide, l‟AsV est davantage adsorbé sur les oxyhydroxydes de fer que 

l‟AsIII (Morin & Calas, 2006). Par conséquent, l‟AsV est moins mobile que l‟AsIII dans les sols de 

type minier ou sol de forêt acides. 

 E c o t o x i c i t é  I.1.2.

Chaque forme d‟As présente des propriétés physico-chimiques différentes et donc des mécanismes de 

toxicité différents. La toxicité de l'As dépend de sa forme chimique, de son degré d‟oxydation et de sa 

biodisponibilité, c‟est-à-dire sa capacité à être libéré dans l‟environnement et absorbé par un 

organisme (Caussy, 2003).  

L‟AsV est un analogue structurel du phosphate et se comporte comme tel : il pénètre dans la cellule 

via les systèmes de transport du phosphate, inhibant les processus de phosphorylation. Son mécanisme 

de toxicité est lié à leur capacité à remplacer les groupements phosphates de certaines molécules telles 

que l‟adénosine triphosphate (ATP) ou à passer par les canaux sodium (Choong et al, 2007; Hughes, 

2002). Cette forme peut donc perturber la synthèse d‟ATP et inhiber la glycolyse. 

Parmi les formes inorganiques, la toxicité de l‟AsIII est considérée comme 10 à 60 fois plus élevée 

que celle de l‟AsV. L‟AsIII présente une structure proche de celle du glycérol et est transporté à 

travers les membranes cellulaires par les aquaglycéroporines, protéines transmembranaires de 

transport du glycérol et de petites molécules non chargées. Sa toxicité est due à sa grande affinité pour 

les groupements soufrés tels que les thiols et les composés sulfhydriles constitutifs de nombreuses 

protéines ou enzymes (telles que la pyruvate déshydrogénase et la 2-oxoglutarate déshydrogénase, 

enzymes clés du cycle de Krebs). Ceci peut engendrer un dérèglement métabolique par inhibition 

compétitive d‟enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire. Cette voie de toxicité en fait une 

forme particulièrement toxique de l‟arsenic (Oremland & Stolz, 2003).  

Les composés arséniés méthylés d‟AsIII sont cytotoxiques et génotoxiques et sont également de 

puissants inhibiteurs des activités enzymatiques (Rossman, 2003). Depuis quelques années, plusieurs 

auteurs ont montré que les espèces méthylées pouvaient être plus toxiques que les formes 

inorganiques, et plus particulièrement les formes méthylées d‟AsIII (MMAsIII et DMAsIII) 

considérées comme plus toxiques que l‟AsIII lui-même (Dopp et al, 2004; Drobna et al, 2008; Hirano 

et al, 2004; Lin et al, 1999; Thomas et al, 2001). Hirano et al (2004) ont proposé l‟ordre de toxicité des 

espèces arséniées suivant : DMAsIII = MMAsIII  > AsIII  > AsV > DMAsV > MMAsV > TMAO.  

En plus de ces mécanismes de toxicité directs, les différentes formes de l‟arsenic peuvent également 

augmenter la formation d‟Espèces Réactives de l‟Oxygène (ROS), favorisant ainsi les dommages liés 

à l‟ADN via le stress oxydatif (Jomova et al, 2011; Shi et al, 2004). 
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I . 2 .  T r a n s f o r m a t i o n  d e  l ‟A s  p a r  l e s  b a c t é r i e s  

Le rôle majeur de la microflore des sols sur la spéciation, et donc sur la mobilité, la biodisponibilité et 

la toxicité des éléments métalliques et métalloïdes n‟est plus à démontrer. Des bactéries capables de 

modifier l‟état d‟oxydation de l‟arsenic ont été mises en évidence ces dernières années dans la plupart 

des environnements terrestres et aquatiques (Battaglia-Brunet et al, 2006; Campos et al, 2010; 

Duquesne et al, 2008; Hoeft et al, 2004; Quéméneur, 2008; Quéméneur et al, 2010). 

 O x y d a t i o n  d e  l ‟a r s é n i t e  ( A s I I I  →  A s V )  I.2.1.

Certaines bactéries sont capables d‟oxyder l‟AsIII en AsV. Parmi elles, certaines oxydent l‟AsIII à des 

fins de détoxification, alors que d‟autres  utilisent la transformation de l‟As comme source d‟énergie. 

L‟existence de bactéries AsIII-oxydantes est connue depuis les travaux de Green (1918) qui, le 

premier, a isolé Bacillus arsenoxydans. De nombreuses souches bactériennes possédant cette capacité 

ont depuis lors été isolées d‟environnements aussi variés que les eaux d‟égouts, les lacs hypersalés, les 

sources géothermales, les sols et les sédiments contaminés (Battaglia-Brunet et al, 2006; Inskeep et al, 

2007; Oremland et al, 2002; Salmassi et al, 2002; Turner & Legge, 1954). Les bactéries AsIII-

oxydantes sont physiologiquement diversifiées. Ce sont principalement des Proteobacteria, mais elles 

peuvent également appartenir aux phyla des Firmicutes, des Actinobacteria, des Deinoccoccus-

Thermus et Aquificae, ainsi qu‟au phylum archéen des Crenarchaeota. En condition aérobie, leur 

métabolisme peut être chimioorganotrophe, comme Herminiimonas arsenicoxydans ULPAs1 (Weeger 

et al, 1999) et Agrobacterium tumefaciens 5A (Macur et al, 2004) ou chimiolithotrophe comme 

Thiomonas arsenivorans (Battaglia-Brunet et al, 2010) qui utilise l‟AsIII comme seul donneur 

d‟électrons pour produire de l‟énergie.  

En condition anaérobie, les souches Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 (Oremland et al, 2002), 

Azoarcus sp. DAO1 et Sinorhizobium sp. DAO10 (Rhine et al, 2006), sont également capables 

d‟oxyder l‟AsIII en utilisant le NO3
- comme accepteur d‟électrons. 

Les microorganismes AsIII-oxydants autotrophes sont capables de se développer en utilisant l‟arsénite 

comme donneur d‟électron, l‟oxygène comme accepteur d‟électron et le CO2 (ou le HCO3
-) comme 

source de carbone. Le premier microorganisme chimioautotrophe oxydant l‟AsIII en AsV a été isolé 

des effluents d‟une mine d‟or ; il s‟agissait d‟une Pseudomonas arsenitoxidans (Ilyaletdinov & 

Abdrashitova, 1981).  

Une souche bactérienne chimiolithotrophe (NT-26) capable d‟oxyder l‟arsénite en arséniate a aussi été 

isolée d‟un résidu issu d‟une mine d‟or en Australie (Santini et al, 2002). Elle est apparentée à la 

branche des Agrobacterium/Rhizobium de la famille des α-Protéobactéries, et présente un métabolisme 
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autotrophe facultatif. Thiomonas arsenivorans a été isolée du site minier de Cheni en Haute-Vienne 

(Battaglia-Brunet et al, 2010; Battaglia-Brunet et al, 2006). Cette γ-protéobactérie est également 

capable de se développer en utilisant l‟arsenic comme unique source d‟énergie et le CO2 comme 

source de carbone. Sa croissance est néanmoins optimale lorsque des substrats inorganiques et 

organiques sont simultanément disponibles : elle présente un métabolisme mixotrophe. Plusieurs 

autres bactéries capables d‟utiliser l‟énergie issue de l‟oxydation de l‟AsIII ont été isolées. Cependant 

toutes sont des autotrophes facultatives, c‟est-à-dire qu‟elles peuvent également utiliser des substrats 

organiques comme sources d‟énergie (Dong et al, 2014; Garcia-Dominguez et al, 2008; Inskeep et al, 

2007; Santini et al, 2002). Elles sont apparentées aux genres Hydrogenobaculum (Donahoe-

Christiansen et al, 2004), Ancylobacter, Thiobacillus, Hydrogenophaga (Garcia-Dominguez et al, 

2008) et Thermus (Gihring & Banfield, 2001; Gihring et al, 2001). 

 R é d u c t i o n  d e  l ‟a r s é n i a t e  ( A s V  →  A s I I I )  I.2.2.

La réduction microbienne directe de l‟arséniate en arsénite est connue chez les bactéries, les algues et 

les champignons (Cullen & Reimer, 1989).  

Certaines bactéries réduisent l‟AsV au cours d‟un mécanisme d‟excrétion de l‟arsenic, qui leur permet 

de résister à cet élément. Plusieurs études ont montré que de très nombreuses bactéries possèdent un 

ou plusieurs systèmes de résistance à l‟arsenic (Cebron et al, 2014; Cordi et al, 2015; Halter et al, 

2011), les opérons de type ars, qui confèrent aux microorganismes la capacité d‟expulser l‟arsenic qui 

a pénétré dans les cellules. Seul l‟AsIII est expulsé des cellules. L‟AsV est donc réduit par une 

arséniate réductase avant d‟être pris en charge par le système de transport. Certains auteurs ont 

également suggéré que la réduction d‟AsV libre en AsIII, via le système de résistance à l‟arsenic Ars, 

serait très répandue chez les bactéries et pourrait contribuer à la mobilisation d‟arsenic dans 

l‟environnement (Macur et al, 2004). Un autre processus de réduction de l‟AsV, la réduction 

dissimilatrice (couplée au métabolisme de croissance des bactéries réduisant l‟AsV) est réalisée par 

des bactéries endogènes aux sédiments marins et d'eau douce. Ce type de métabolisme anaérobie est 

très largement distribué. Les bactéries sont alors capables d‟utiliser l‟AsV comme accepteur 

d‟électrons en présence d‟une source de carbone comme le lactate.  

La réduction de l‟AsV en AsIII a aussi été observée au niveau de la zone de transition aérobie-

anaérobie dans les sédiments des lacs et dans les sols (Dowdle et al, 1996). Les donneurs d'électrons 

suivants accélèrent la réduction de l'arsenic par les sédiments : l'hydrogène moléculaire, le lactate, le 

glucose, et l'acétate dans une moindre mesure. La réduction de l‟AsV est réalisée préférentiellement 

par rapport à celle du sulfate. Par contre, lorsqu'il est présent, NO3- est utilisé préférentiellement à 

l‟AsV. Une dizaine de microorganismes respirant l‟arséniate ont été isolés d‟environnements 
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contaminés aux USA et en Australie (Ahmann et al, 1994; Laverman et al, 1995; Macy et al, 1996; 

Newman et al, 1997; Oremland et al, 1994).  

 M é t h y l a t i o n  e t  d é m é t h y l a t i o n  I.2.3.

Différents microorganismes bactériens et fongiques sont capables de méthyler l‟arsenic, c‟est-à-dire de 

convertir l‟arsenic inorganique en formes méthylées organiques et volatiles comme le diméthylarsine 

(DMA) et le triméthylarsine (TMA) (Rosen et al, 2014). Les voies de méthylation des bactéries et des 

champignons sont différentes. La biométhylation par les bactéries aura comme produit final le 

diméthylarsine (DMA) qui est un composé stable en absence d‟oxygène. Par contre, les champignons 

sont capables de transformer les composés arséniés inorganiques et organiques en arsines méthylés de 

type triméthylarsine (TMA).  

Certaines études suggèrent que la méthylation se produit lorsque les concentrations en phosphates 

dans le milieu sont faibles et le rapport As/PO42- environ égal à 1. Dans ces conditions, les 

microorganismes mettent en œuvre un mécanisme de détoxification pour exclure l‟arsenic et ainsi 

éviter une interférence avec l‟utilisation des phosphates nécessaires au métabolisme (Anderson & 

Bruland, 1991).  

Walsh and Keeney (1975) ont mis en évidence que les formes trivalentes méthylées de l‟arsenic ne 

persistent pas longtemps dans des sols bien aérés. Ainsi, les microorganismes capables de méthyler 

l‟arsenic en méthylarsines jouent un rôle crucial dans la volatilisation de l‟arsenic des sols de surface 

(Shariatpahani et al, 1981). 

En anaérobiose, l‟arsenic inorganique peut être méthylé par les bactéries méthanogènes. La 

méthylation de l‟arsenic inorganique est alors couplée à la biosynthèse du méthane et se trouve être un 

des mécanismes de détoxification de l‟arsenic (Tamaki & Frankenberger, 1992). En conditions 

aérobies, des bactéries isolées de l‟environnement (Proteus sp., Escherichia coli, Flavobacterium sp., 

Corynebacterium sp., Pseudomonas sp.) sont capables de réduire l‟arséniate en arsénite puis de le 

méthyler en méthylarsine volatile. Les bactéries Serratia marinorubra, Aeromonas sp., Escherichia 

coli et Flavobacterium sp. sont capables de transformer l‟arsenic accumulé dans leurs cellules en 

formes arséniées mono- et diméthylées (Shariatpahani et al, 1983; Shariatpahani et al, 1981).  

Bien que la méthylation microbienne de l‟AsIII ait été observée depuis longtemps, le mécanisme 

moléculaire impliqué dans cette transformation n‟a que récemment été identifiée. Ce processus est 

catalysé par l‟AsIII S-adénosylméthionine méthyltransférase (ArsM) impliquant le transfert de 

groupement méthyl  de la S-adénosyl méthionine (SAM) à l‟AsIII (Qin et al, 2006). 
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Huang et al (2012) ont mis en évidence une volatilisation d‟arsenic sous forme de méthylarsines à 

partir d‟un sol de rizière pollué. La méthylation bactérienne dans le sol pourrait être à l‟origine de 

l‟accumulation de formes méthylées d‟arsenic dans les végétaux, et en particulier dans les grains de riz 

(Jia et al, 2013). Des amorces ont été mises au point pour la détection de séquences de deux gènes 

asrM bactériens dans des matrices environnementales, et ont permis de mettre en évidence une grande 

diversité de microorganismes portant ce gène dans le sol et la rhizosphère de plants de riz (Jia et al, 

2013). 

Des bactéries isolées de sédiments côtiers et appartenant au groupe Vibrio-Aeromonas sont capables 

de dégrader l‟arsénobétaïne en DMA en aérobiose. Ces bactéries nécessitent la présence d‟une source 

de carbone autre que l‟arsénobétaïne pour être actives (Hanaoka et al, 1991).  

A l‟inverse, le processus de déméthylation des composés organo-arséniés peut se produire dans les 

sols. Ces composés se trouvent minéralisés pour former de l‟arsenic inorganique et du gaz carbonique. 

 G è n e s  i m p l i q u é s  d a n s  l e s  r é a c t i o n s  I.2.4.
d ‟o x y d a t i o n  e t  d e  r é d u c t i o n  d e  l ‟A s  

Le fonctionnement des systèmes Aio d‟oxydation de l‟AsIII, et Arr et Ars de réduction de l‟AsV sont 

schématisés sur la Figure 2. 

  
 

Système Aio d‟oxydation de 
l‟arsénite 
Aio : AsIII-oxydase 
 

Système Arr de réduction 
respiratoire de l‟arséniate 
Arr : AsV-réductase 
respiratoire 
 

Système Ars de réduction de 
l'arséniate (résistance) 
Pit : transporteur du glycérol ; 
ArsC : AsV-réductase  
cytoplasmique ;  
ArsB : pompe à efflux ATP-
dépendante 

Figure . Synthèses des systèmes bactériens d‟oxydation et de réduction de l‟arsenic, d‟après 
Silver and Phung, 2005. 
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I.2.4.1. Oxydation 

a. Enzyme impliquée 

Turner et al (1954) découvrent, chez Achromobacter arsenoxydans isolée d‟un bac à bétail, que 

l'oxydation de l'arsénite est liée à la synthèse d'une enzyme, qu'ils nomment arsénite déshydrogénase. 

Cette enzyme est inductible (sa synthèse est stimulée en présence d‟arsenic) et son activité semble 

couplée au transport des électrons jusqu'à l'oxygène.  

 

L‟arsénite oxydase a été purifiée pour la première fois en 1991 (Anderson & Bruland, 1991) chez A. 

faecalis. Il s‟agit d‟une protéine hétérodimérique composé d‟une petite sous-unité (AioB) d‟environ 

134 résidus de type Rieske à centre [2Fe-2S] et d‟une grande sous-unité catalytique (AioA) de 825 

résidus possédant un cofacteur à molybdène et un centre [3Fe-AS] (Figure 3).  

 

La structure cristalline de cette enzyme a également été étudiée par Ellis et al (2001), qui ont proposé 

le mécanisme suivant pour le fonctionnement de cette enzyme : l‟AsIII atteint le site catalytique de 

l‟enzyme grâce à une ouverture en entonnoir portée par la sous-unité AioA. L'AsIII cède deux 

électrons au molybdène, réduisant le MoVI en MoIV, puis l‟AsV est libéré. Le MoIV est ensuite 

réoxydé en MoVI cédant ainsi deux électrons au centre [3Fe-AS] qui les cède au centre Rieske de 

AioB. Ce dernier sera ré-oxydé en cédant à sont tour deux électrons à des protéines. Différentes études 

suggèrent que le cycle d‟oxydation de l‟arsenic est lié à la réduction de cytochromes c solubles 

(Lieutaud et al, 2010). Ainsi, chez Ralstonia sp. 22, l‟enzyme est réduite par des cytochromes c552 et 

c554 (Lieutaud et al, 2010). 

 

L‟enzyme Aio a été trouvée soit dans le périplasme (Santini et al, 2000), soit associée à la membrane 

cytoplasmique (Anderson & Bruland, 1991; Duquesne et al, 2008), à laquelle elle pourrait être 

attachée par l‟intermédiaire d‟une autre protéine (Lieutaud et al, 2010). 

 

Jusqu‟en 2010, plusieurs nomenclatures étaient utilisées pour désigner les unités de l‟arsénite oxydase 

et les gènes associés : aroB ou asoB et aroA ou asoA pour la petite et la grande sous-unités des 

souches NT-26 (Santini et al, 2000) et A. faecalis NCBI8687 (Silver & Phung, 2005), respectivement. 

Cependant Lett et al (2012) ont proposé d‟harmoniser la nomenclature de tous les gènes impliqués 

dans l‟oxydation de l‟arsénite, qui seront dorénavant appelés aio. Désormais, les deux gènes codant 

pour la petite et la grande sous-unité de l‟arsénite oxydase sont respectivement désignés par aioB et 

aioA.  

 

Bien que la grande majorité des bactéries réalisant l‟oxydation de l‟AsIII possèdent un système Aio, 

un autre type d‟arsénite oxydase, nommé ArxA, est trouvé chez certains microorganismes, tels que la 
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bactérie alcalinophile Alkalilimnicola ehrlichii str. MLHE-1, qui couple l‟oxydation de l‟AsIII à la 

réduction du nitrate, et chez la bactérie pourpre photosynthétique Ectothiorhodospira sp. strain PHS-1 

(Zargar et al, 2012). 

  

Figure . Modèle de l‟AsIII-oxydase hétérodimérique d‟A. faecalis [Quéméneur (2008) 
d‟après Silver & Phung, 2005].  
AioA est la grosse sous-unité catalytique et AioB est la petite sous-unité 

L‟enzyme Aio est largement retrouvée chez des bactéries hétérotrophes [Herminiimonas 

arsenicoxydans ULPA : Muller et al (2003) ; Hydrogenophaga sp. str. NT-14 : Vanden Hoven and 

Santini (2004)] et autotrophes [souche NT-26 : Santini et al (2000)], ainsi que chez des Archaea 

[Aeropyrum pernix K1 : Kawarabayasi et al (1999)]. 

b. Gènes 

L‟opéron aioAB est situé à proximité des gènes impliqués dans la résistance à l‟arsenic (système ars) 

chez H. arsenicoxydans et A. faecalis. Chez celles-ci, ainsi que chez A. tumefaciens, ces gènes sont 

associés au système de régulation aioRS. L‟organisation des gènes codant pour l‟arsénite oxydase chez 

plusieurs espèces bactériennes et une espèce d‟archée (Aeropyrum pernix) est représentée sur la Figure 

4, adaptée de Muller et al (2007).  

 

Figure . Organisation des gènes aio chez Herminiimonas arsenicoxydans  et d‟autres 
microorganismes bactériens et archéens (adapté de Muller et al , 2007) avec la nomenclature 
actuelle 
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La régulation de l‟expression des gènes aioBA a été étudiée chez plusieurs bactéries et implique des 

déterminants multiples qui diffèrent d‟une souche à l‟autre (Slyemi & Bonnefoy, 2012). Dans la 

plupart des microorganismes étudiés, l‟expression des gènes codant pour l‟arsénite oxydase est plus 

élevée en présence d‟arsenic, et plusieurs facteurs jouent un rôle dans la régulation de la transcription 

de l‟opéron aio, par exemple la protéine périplasmique AioX liée à l‟AsIII, le signal de transduction à 

deux composants AioRS, le facteur sigma alternatif de l‟ARN polymérase RpoN (Kashyap et al, 2006; 

Koechler et al, 2010; Liu et al, 2012). L‟expression du gène aioA en absence d‟arsenic a été observée 

chez quelques souches, comme Thiomonas sp. 3AS (Duquesne et al, 2008), Ralstonia sp. 22 (Lieutaud 

et al, 2010) et Agrobacterium tumefaciens 5A, souche pour laquelle l‟oxydation de l‟AsIII semble 

régulée par quorum sensing en fin de croissance (Kashyap et al, 2006), ainsi que pour certaines 

souches de Pseudomonas (Poirel et al, 2013). Chez H. arsenicoxydans (Koechler et al, 2010), 

l‟expression de gènes appartenant à l‟opéron aio serait liée à la présence d‟AsIII et à l‟expression de 

gènes impliqués dans la mobilité. Une expression constitutive d‟aioBA a été identifiée chez deux 

souches, Polaromonas sp. str. GM1 (Osborne et al, 2013) et Pseudomonas xanthomarina str. S11 

(Koechler et al, 2015). 

c. Répartition et expression dans l’environnement 

Bien que les séquences de gènes aioA ne soient pas hautement conservées dans les divers phyla 

bactériens, des amorces dégénérées ont été utilisées avec succès pour caractériser de très nombreuses 

séquences aioA (plus de 160, Inskeep et al, 2007) issues de sites très divers à partir d‟approches de 

clonage et de séquençage (Inskeep et al, 2007; Quéméneur, 2008). Ces résultats suggèrent que les 

gènes de l‟oxydation aérobie de l‟arsenic sont très largement distribués dans le domaine des bactéries, 

et répandues dans tous les milieux de l‟environnement : sols, eaux, sédiments, système géothermaux, 

milieux aérobies et anaérobies. Des approches complémentaires de qPCR et de DGGE ont permis de 

suivre la dynamique de la diversité des gènes aioA dans un bassin versant impacté par un site minier 

(Quéméneur et al, 2010).  

 

L‟expression du gène aioA a pu être mise en évidence dans certains échantillons environnementaux. 

Ainsi, aioA est exprimé dans des tapis microbiens de source géothermale (Inskeep et al, 2007), dans 

un sol de rizière (Huang et al, 2012), et dans un sol industriel d‟une ancienne cokerie, contaminé par 

des HAP, des métaux lourds et de l‟arsenic (Poirel et al, 2013). 

 

Sur un site minier en cours de phyto-stabilisation, une concordance entre des activités bactériennes 

AsIII-oxydantes élevées, une grande diversité de gènes aioA et la présence d‟AsV très majoritaire dans 

l‟eau interstitielle du sol a pu être mise en évidence (Battaglia-Brunet et al, 2010). La détection de 78 

séquences de gènes aioA dans les sédiments modérément pollués par l‟arsenic de l‟ancien site minier 
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de Sainte-Marie-aux-Mines et de souches isolées de ces sédiments a confirmé que ces séquences 

appartiennent à deux sous-familles (groupes I et II) présentant des caractéristiques différentes 

(Heinrich-Salmeron et al, 2011). L‟étude de ces séquences et de celles disponibles dans les bases de 

données suggère que le transfert horizontal entre espèces a pu jouer un rôle important dans la large 

distribution du gène aioA dans l‟environnement.  

d. Rôle physiologique 

L‟arsénite oxydase est impliquée dans le métabolisme énergétique de certaines bactéries, leur 

permettant ainsi de se développer de façon autotrophe en fixant le CO2 (Battaglia-Brunet et al, 2006; 

Bryan et al, 2009; Santini et al, 2000). Chez les souches hétérotrophes strictes, un rôle lié à la 

résistance des bactéries à l‟arsenic a été proposé. Ainsi, chez H. arsenicoxydans, des mutants 

déficients pour la production d‟arsénite oxydase sont moins résistants à l‟arsenic que la souche 

sauvage (Muller et al, 2003). Cependant, chez des bactéries résistantes à l‟arsenic isolées de sédiments 

de Sainte-Marie aux Mines (Cordi et al, 2015), aucune corrélation entre le niveau de résistance à 

l‟arsenic et la présence de aioA n‟a pu être mise en évidence. La question du rôle physiologique de 

l‟arsénite oxydase chez les bactéries hétérotrophes strictes demeure donc en suspens pour l‟instant. 

I.2.4.2. Réduction 

a. Réduction respiratoire 

La respiration de l‟AsV est réalisée par une AsV réductase respiratoire composées de deux sous-unités 

(Figure 5). La régulation des gènes arrAB codant cette enzyme et organisés en opéron est peu connue.  

 

Figure . Modèle de l‟AsV réductase respiratoire [Quéméneur (2008) d‟après Silver & 
Phung, 2005].  
ArrA est la grosse sous-unité catalytique et ArrB est la petite sous-unité servant au transfert 
des électrons. 
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b. Réduction liée au mécanisme de résistance 

Le système bactérien de résistance à l‟arsenic le plus connu est le système Ars. Il permet aux bactéries 

de résister aux deux espèces de l‟arsenic en réduisant l‟arséniate en arsénite qui est ensuite expulsé 

hors de la cellule. Les gènes ars sont largement répandus chez les bactéries et les Archées. Ils sont 

localisés sur des plasmides ou sur le chromosome (Rosen, 2002(a)). Les gènes ars sont souvent 

agencés en opérons, comportant un minimum de trois gènes nommés arsB, arsC et arsR. 

ArsB est une protéine membranaire qui pompe l‟arsénite hors de la cellule, comme un uniporteur, en 

utilisant le potentiel membranaire (Rosen, 1999; Tisa & Rosen, 1990).  

L‟arséniate n‟est pas reconnu par les transporteurs d‟arsénite. Une arséniate réductase cytoplasmique 

codée par arsC catalyse d‟abord la réduction de l‟AsV en AsIII en utilisant la thiorédoxine ou la 

glutarédoxine comme donneur d‟électrons (Silver & Phung, 2005).  

ArsR est un répresseur transcriptionnel.  

Deux gènes supplémentaires, moins connus, peuvent aussi se trouver sur l‟opéron ars :  

- ArsA, une ATPase associée à ArsB 

- ArsD, une métallochaperonne qui conduit l‟AsIII vers ArsA, afin de réduire la concentration 

intracellulaire en arsénite  (Silver & Phung, 2005). 

ArsH pourrait être une NADPH:FMN oxydoréductase produisant de l‟H2O2, mais ce rôle demeure mal 

connu (Branco et al, 2008). 

La seconde famille de transporteurs d‟arsénite est celle des protéines Acr3 (arsenical compound 

resistance-3), identifiées pour la première fois chez Bacillus subtilis (Sato & Kobayashi, 1998) mais 

ubiquitaires chez les procaryotes et les champignons. Il a été montré que les transporteurs Acr3 sont 

spécifiques de l‟arsénite. Cependant, des homologues d‟Acr3 identifiés chez Synechocystis sp. 

confèrent aux cellules une résistance à l‟arsénite et à l‟antimoine (López-Maury et al, 2003), alors que 

chez Saccharomyces cerevisiae, Acr3p permet l‟efflux du SbIII et une tolérance vis-à-vis de ce 

métalloïde (Maciaszczyk-Dziubinska et al, 2010). Sur le site de Carnoulès très pollué par l‟arsenic, 16 

types de séquences protéiques différentes de transporteurs (5 ArsB and 11 Acr3p) ont été détectés dans 

les sédiments (Fahy et al, 2015). 

Une grande diversité d‟opérons ars a été décrite pour des espèces bactériennes très diverses (Branco et 

al, 2008; Butcher & Rawlings, 2002; López-Maury et al, 2003; Neyt et al, 1997; Sato & Kobayashi, 

1998; Yang et al, 2005). La Figure 6 montre comme exemple deux opérons ars identifiés chez une 

souche d‟Ochrobactrum isolée d‟un sol. 
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Figure . Organisation génétique de deux clusters de résistance à l‟arsenic chez 
Ochrobactrum tritici SCII24, d‟après Branco et al (2008).  

Le RBS est une séquence d‟ARNm en amont du codon start d‟un gène sur laquelle se lie le ribosome, 

afin de débuter la traduction en protéine. Le domaine CBS (pour Cystathionine-β-Synthase) est un 

domaine protéique conservé et retrouvé dans une grande variété de protéines et chez des organismes 

appartenant à tous les domaines du vivant (Archées, procaryotes et eucaryotes). Les domaines CBS 

sont des régulateurs d'activité enzymatiques ou de transporteurs cellulaires (Baykov et al, 2011) 

lorsqu‟il sont liés à des groupes adénosyl (tels que AMP, ATP, ou s-adénosylméthionine). 

I . 3 .  L a  m a t i è r e  o r g a n i q u e  d e s  s o l s  

 S o l s   I.3.1.

Demolon and Leroux (1952) ont défini le sol comme étant « la formation naturelle de surface, à 

structure meuble et d'épaisseur variable, résultant de la transformation de la roche-mère sous-jacente 

sous l'influence de divers processus, physiques, chimiques et biologiques, au contact de l'atmosphère 

et des êtres vivants ».  
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Le sol est une matrice complexe et hétérogène, formée d‟une phase liquide (la solution du sol), d‟une 

phase solide contenant les particules minérales, la matière organique et les organismes vivants, et 

d‟une phase gazeuse contenue dans les pores des sols et comprenant des gaz atmosphériques et des gaz 

libérés lors des réactions chimiques et biologiques (Gobat et al, 1998).  

Le sol rend différents services écosystémiques. C‟est avant tout un écosystème abritant de nombreuses 

espèces. Il permet aussi le stockage des eaux de pluie et de ruissellement, l‟immobilisation ou la 

dispersion des polluants, et sert de support à la production agricole et aux activités anthropiques. Il 

participe à la régulation des flux de carbone et d‟azote et atténue les effets du changement climatique. 

Les sols stockent au moins trois fois plus de carbone que ce qui est retrouvé à la fois dans l'atmosphère 

et les végétaux (Fischlin et al, 2007). 

Les sols sont constitués d‟une fraction minérale et d‟une fraction organique. La fraction minérale est 

issue de la dégradation physique et chimique de la roche-mère et est composée d'une fraction grossière 

et d'une fraction fine. La fraction grossière représente les particules dont le diamètre est supérieur à 2 

µm : les graviers et cailloux (> 2 mm), les sables (20 μm-0,2 mm), les limons (2 μm-20 μm). La 

fraction fine contient les particules dont le diamètre est inférieur à 2 μm. Elle est composée de 

colloïdes minéraux et est biologiquement et chimiquement active. La matière organique du sol 

provient de la décomposition et du métabolisme des organismes eucaryotes et procaryotes. 

Le sol est un compartiment très hétérogène des points de vue texturaux, structuraux et physico-

chimiques. Le sol peut être perçu comme une mosaïque de micro- et de macro-environnements 

(agrégat, motte, parcelle, champ, paysage…) qui représentent une multitude d‟habitats pour les 

organismes indigènes (Girard et al, 2005).  

Dans les environnements anthropisés, les sols sont souvent pollués et dégradés aussi bien au niveau de 

leur structure, de leur composition que de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques.  

Des procédés de re-fonctionnalisation des sols impactés par des activités minières ou industrielles 

(friches) sont proposés afin d‟améliorer leurs propriétés physico-chimiques et leur fonctionnement 

biologique, et de minimiser les transferts de pollution (Benfeldt et al, 2001; Pérez-de-Mora et al, 

2006). Ces technologies sont basées sur des amendements de matières organiques (déchets agricoles 

ou agro-alimentaires par exemple). Ces apports de matières organiques ont tendance à améliorer la 

structure du sol (Huang et al, 2005).  

Dans  le cas de l‟ancienne mine d‟or de la Combe du Saut, sur la commune de Salsigne (Aude), les 

formations géologiques meubles, mises à nues lors des travaux de décontamination, ont fait l‟objet 

d‟un amendement par de la grenaille d‟acier suivi d‟une végétalisation depuis 2007. Les performances 

de ce procédé de phyto-stabilisation ont été évaluées sur ce site (projet PHYTOPERF, Battaglia-
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Brunet et al., 2010). Cette technique permet de réduire la dispersion du polluant par envol, infiltration 

et ruissellement, car les plantes ont pour effet d‟arrêter l‟envol de poussières contaminées en As. La 

grenaille d‟acier piège les arséniates afin de limiter leur transfert vers les eaux et les plantes. Le 

consortium en charge de ce programme a fait le choix de ne pas apporter de matière organique afin 

d‟éviter la formation éventuelle de complexes organiques arséniés mobiles et une possible réduction 

des arséniates en arsénites, plus mobile et plus toxique. La matière organique, grâce à ses propriétés 

fertilisante et agrégeante, permettrait d‟améliorer la croissance des plantes sur des sites pollués et 

pauvres en matière organique intrinsèque, de limiter l‟érosion et d‟augmenter la capacité de rétention 

d‟eau du sol.  

 M a t i è r e s  o r g a n i q u e s  d e s  s o l s  I.3.2.

Les matières organiques jouent des rôles importants dans les sols. Elles constituent une source 

considérable de carbone, d‟énergie et de nutriments pour les organismes vivants du sol : avec la 

biomasse végétale, la matière organique du sol (MOS) est un des principaux réservoirs de carbone. De 

plus, les matières organiques participent de la qualité des sols. 

La MOS peut représenter jusqu‟à 98% du carbone organique total d‟un sol. Selon les auteurs, la 

définition de la MOS varie : certains considèrent la MOS comme l‟ensemble de la matière organique 

vivante et de la matière organique morte (Shibu et al, 2006) alors que d‟autres limitent la MOS au 

produit non vivant de la décomposition de plantes et d‟animaux (Manlay et al, 2007).  

La MOS est composée de : 

- matière organique non altérée ou matière organique fraîche (MOF) : cadavres et excréments 

d‟animaux, débris végétaux 

- produits transformés : substances non humiques ou humiques. 

La matière organique fraîche peut être plus ou moins biodégradable selon sa composition. Les facteurs 

favorables à la décomposition sont : un rapport C/N faible et une haute teneur en sucres et en tannins 

hydrolysables. En revanche, un rapport C/N élevé, de fortes teneurs en lignine, en lipides et en tannins 

condensés sont des facteurs qui limitent la décomposition de la MO fraîche. Des matières organiques 

présentant des forts C/N (>30) favoriseraient la colonisation par les champignons alors que celle à 

faible C/N (<30) favoriseraient celle des bactéries (Lundquist et al, 1999; Moore et al, 2004).  

Dans un sol, la MOF peut subir deux types de décomposition :   

- une minéralisation primaire, c‟est-à-dire la transformation d‟éléments organiques en composés 

inorganiques solubles ou gazeux (CO2, SO4
2-, PO4

3-, NH4
+, NO3

-, …) 
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- une humification, soit la transformation de la MOF en composés humiques amorphes et 

complexes de nature colloïdale, l‟humus (Zech et al, 1997). Cet humus sera lentement 

minéralisé. Ce qui correspond à une minéralisation secondaire.  

Les substances non humiques comprennent des molécules plus ou moins complexes issues de la 

dégradation des débris organiques et des substances néoformées par les microorganismes (acides 

aminés, glucides, lipides, polymères phénoliques).  

Les substances humiques sont formées par des réactions secondaires de synthèse. Il s‟agit des acides 

fulviques (les plus simples et les plus solubles), des acides humiques (solubles uniquement en milieu 

alcalin) et de l‟humine, phase rassemblant les composés les plus stables, non dispersables à tous les pH 

(Girard et al, 2005). Les substances humiques représentent 60 à 70 % de la fraction organique des sols 

(Griffith & Schnitzer, 1976). Ces molécules, de poids moléculaires élevés, présentent de nombreux 

sites de fixation, qui les rendent réactives avec de nombreuses molécules, en particulier avec les 

métaux (Rocha et al, 2003). Il a été montré en particulier que les acides humiques peuvent servir 

d‟accepteurs d‟électrons aux microorganismes du sol en conditions anaérobies. La réduction des 

acides humiques pourrait permettre la réduction des oxydes de FeIII car les acides humiques agiraient 

comme des « navettes » d‟électrons (electron shuttle) entre les microorganismes qui les réduisent et 

les oxydes de fer. Ce transfert d‟électrons serait réalisé au niveau des acides humiques par des 

groupements quinones/hydroquinones (Lovley et al, 1996). 

La matière organique dissoute (MOD) est la fraction de MO qui va jouer un rôle important dans les 

sols, en particulier au niveau de la mobilité des métaux. Elle est définie comme la matière organique 

présente dans la solution de sol et passant par les filtres de porosité 0,4–0,6 µm. Dans les sols 

agricoles, plusieurs stratégies d‟amendements organiques existent telles que l‟incorporation d‟engrais 

« verts », l‟épandage d‟effluents d‟élevage, et l‟incorporation de résidus de culture. La plupart des 

études ont mis en évidence une augmentation (transitoire) de la concentration en MOD par rapport à la 

concentration en matière organique extractible à l‟eau (WEOM) dans le sol quel que soit le type 

d‟amendement organique (Chantigny et al, 2000; Chantigny et al, 2002; Franchini et al, 2001) 

Ces molécules sont des mélanges complexes et hétérogènes qui peuvent donner lieu à des phénomènes 

d‟adsorption, des liaisons hydrogènes, des échanges ioniques ou des complexes par le biais de 

réactions d‟oxydo-réduction de surface (L'Hopitault & Pommery, 1982). Elles sont impliquées dans le 

transport d‟un grand nombre d‟éléments chimiques sous forme de complexes ou de colloïdes (Van Der 

Lee et al, 1997). À l‟inverse, ces molécules peuvent immobiliser ces éléments soit par précipitation du 

complexe organique (agrégation) soit parce qu‟elles sont associées à une phase minérale immobile.  
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 D y n a m i q u e  d e s  c o m m u n a u t é s  m i c r o b i e n n e s  I.3.3.
d e s  s o l s  

Lors de la minéralisation de la matière organique, trois stades de dégradation interviennent : le stade 

précoce au cours duquel l‟activité de dégradation est maximale, le stade moyen pour lequel l‟activité 

diminue et le stade tardif de décomposition lente. Ces intensités de minéralisation sont principalement 

expliquées par des modifications dans la composition de la MO. En effet, les composés facilement 

dégradables (molécules solubles, cellulose, hémicellulose) sont en règle générale rapidement dégradés 

pendant la phase précoce de minéralisation. Les composés plus récalcitrants tels que la lignine sont 

dégradés beaucoup plus lentement. L‟apport de matière organique fraîche entraîne une stimulation de 

la biomasse microbienne dans les sols dès le début de sa minéralisation.  

Bernard et al (2007), Bastian et al (2009), Baumann et al (2009) et Poll et al (2010) se sont intéressés à 

la dynamique des communautés microbiennes au cours de la dégradation de la MO et ont mis en 

évidence des successions de populations bactériennes et fongiques. Bastian et al (2009) et Bernard et 

al (2007), en particulier, ont déterminé la diversité des microorganismes indigènes du sol, permettant 

d‟identifier des phyla dominants associés aux différents stades de la décomposition des résidus de 

culture, et ils ont tenté de les relier avec des caractéristiques écologiques type stratèges-r et stratèges-

K. Les stratèges-r sont décrits comme présentant un taux de croissance optimal quand les ressources 

sont abondantes, alors que les stratèges-K sont adaptés à survivre quand les ressources sont limitées. 

Les termes de microorganismes zymogènes (stratèges-r) et autochtones (stratèges-K) sont plus 

couramment utilisés dans le domaine de la microbiologie des sols.  

Dans le contexte du sol et du turn-over du carbone organique, les microorganismes stratèges-r 

consommeraient préférentiellement les pools de carbone organique labile du sol et donc seraient plutôt 

impliqués dans la dégradation de la matière organique fraîche. En cas de faible disponibilité en 

nutriments dans les sols, les microorganismes appartenant aux stratégies écologiques –r et –K seraient 

en compétition. Les microorganismes stratèges-K qui présentent des taux de croissance plus faibles 

que les stratèges-r seraient donc de ce fait désavantagés et par conséquent plutôt impliqués dans la 

dégradation de la matière organique récalcitrante du sol (Fierer et al, 2007). Il en résulte que les 

organismes appartenant à l‟une ou l‟autre des stratégies écologiques se succèderaient au cours de la 

dégradation de la matière organique du sol : les organismes stratèges-r intervenant préférentiellement 

au stade précoce, alors que les stratèges-K seraient plus actifs au stade tardif de la décomposition de la 

matière organique fraîche (Bastian et al, 2009; Liebich et al, 2006).  

Song et al (2015) ont montré comment évolue la diversité bactérienne d‟un sol au cours du temps et en 

fonction de la concentration en nutriments apportés par du Tryptic Soy Agar. La diversité est plus 

faible aux concentrations les plus élevées en substrat. Au cours du temps, la diversité bactérienne 
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évolue selon une courbe en cloche, le maximum étant atteint 56 jours après le début de l‟expérience, 

ce qui correspondrait à une phase de coexistence des espèces zymogènes et autochtones. La succession 

de composition de la communauté bactérienne avec une dominance initiale de population zymogène, 

suivie par une augmentation graduelle de population plus spécialisée et autochtone est un exemple de 

succession hétérotrophe endogène telle que définie par Fierer et al (2010). 

Fierer et al (2007), en ajoutant du sucrose comme source de C dans le sol, ont pu relier des phyla 

bactériens aux taux de minéralisation du carbone. L‟abondance de β-Protéobactéries et de 

Bacteroidetes serait positivement corrélée avec le taux de minéralisation du carbone contrairement aux 

Acidobacteria, dont l‟abondance est négativement corrélée avec le taux de minéralisation du carbone.  

Bernard et al (2007) ont utilisé une approche de SIP au 13C afin d‟identifier les différentes populations 

microbiennes stimulées au cours de la dégradation de résidus de blé marqués. Les auteurs ont montré 

que les β-protéobactéries et les γ-protéobactéries intervenaient dans le stade précoce de minéralisation 

de la MO et étaient impliquées dans la dégradation des résidus de blé marqués. Ces populations 

arborent donc des comportements de stratèges-r (zymogènes). D‟autres phyla comme Actinobacteria, 

Cyanobacteria, Gemmatimonadetes et Planctomycetes étaient impliqués dans les stades plus tardifs de 

dégradation de la MO et étaient présents dans les fractions de 12C. Ces populations se comportent donc 

comme des stratèges-K (autochtones). La Figure 7 récapitule les phyla bactériens impliqués aux 

différents stades de minéralisation de la MOS. 

 

Figure . Succession des différents groupes trophiques microbiens au cours d e la dégradation 
de la MO dans les sols, d‟après Pascaud, 2010. 
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Bernard et al (2007) ont montré une augmentation significative du relargage de 12CO2 lors d‟un apport 

de matière organique fraîche, résultant de la sur-minéralisation de la matière organique native du sol. 

Ce processus est communément appelé priming effect et a été défini par Bingemann et al (1953). Le 

priming effect aurait principalement lieu dans la rhizosphère, mais aussi au niveau de la détritusphère 

et la drillosphère (Nannipieri et al, 2003).  

Blagodatsky et al (2010) ont montré que le priming effect est en fait composé d‟un priming effect 

« apparent » qui intervient peu de temps après un apport de matière organique et qui correspond à une 

première stimulation de la croissance bactérienne, et d‟un priming effect « réel », plus tardif lors 

duquel a lieu la dégradation des matières organiques du sol. La Figure 8 présente les résultats de 

Blagodatsky et al (2010) concernant la contribution relative des différentes composantes du priming 

effect suite à un ajout de glucose sur un sol. 

 

Figure . Contribution des priming effect (PE) « apparent » et « réel » au priming effect total, 
au cours du temps (Blagodatsky et al, 2010).  

Le priming effect « apparent » serait principalement dû à l‟action de bactéries stratèges-r, alors que les 

microorganismes responsables du priming effect « réel » restent encore incertaines, mais seraient des 

organismes stratèges-K (Blagodatskaya et al, 2007; Fontaine et al, 2003; Kuzyakov, 2010). 
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I . 4 .  I n f l u e n c e  d e  s u b s t r a t s  o r g a n i q u e s  s u r  
l ‟o x y d a t i o n  d e  l ‟A s I I I  

 I n t e r a c t i o n s  a b i o t i q u e s  e n t r e  m a t i è r e s  I.4.1.
o r g a n i q u e s  e t  A s  

La littérature est abondante concernant l‟influence potentielle de la matière organique sur la spéciation 

de l‟As et donc sa mobilité. Cependant, elle fournit des hypothèses contradictoires. Alors que Cao and 

Ma (2004) ont observé une adsorption de l‟As par la matière organique issue de compost dans des 

expériences de remédiation de sols contaminés au CCA, Fitz and Wenzel (2002) ont conclu qu‟il n‟y 

avait aucune preuve d‟une contribution de la matière organique à l‟immobilisation d‟arsenic dans les 

sols pollués. Mench et al (2003), quant à eux, ont observé une augmentation drastique du relargage 

d‟As dans des sols amendés avec du compost. Le comportement de l‟arsenic lors d‟un apport de 

matière organique dépendrait vraisemblablement de plusieurs paramètres, tels que le pH et le type de 

matière organique ajoutée. Shiralipour et al (2002) ont conclu que l‟effet d‟un apport de compost sur la 

mobilisation de l‟As et son absorption par les végétaux était dépendant du pH. A pH légèrement acide 

(pH 5,5), le relargage d‟As et son absorption auraient été faibles en raison d‟une adsorption aux 

matières organiques. A pH neutre, l‟AsV aurait été réduit en AsIII, ce qui aurait induit un relargage 

d‟As.  

La matière organique pourrait influencer la mobilité de l‟arsenic dans les sols de différentes façons : 

- en formant avec cet élément, des complexes solubles maintenant l‟arsenic en solution dans 

la phase aqueuse (Redman et al, 2002; Saada et al, 2003), 

- en modifiant sa spéciation : Redman et al (2002) ont mis en évidence qu‟un ajout de 

matières organiques naturelles (NOM) avait pour conséquence de modifier l‟état 

d‟oxydation de l‟arsenic, principalement dans le sens d‟une réduction de l‟arséniate en 

arsénite, augmentant ainsi la mobilisation d‟arsenic des oxydes de fer vers les eaux 

interstitielles, 

- en entrant en compétition avec l‟arsenic pour les sites de sorption sur les matériaux du sol, 

et sur les oxydes de fer en particulier. Bauer and Blodau (2006) ont ainsi montré qu‟un 

apport de matière organique induisait une mobilisation de l‟arsenic du sol vers les eaux 

interstitielles. Ce phénomène a été observé avec différents types de matières organiques, à 

différentes concentrations et sur plusieurs sols contaminés en arsenic.  

Grafe et al (2002) ont étudié l‟adsorption de l‟As sur de la ferrihydrite synthétique en présence de trois 

types de matières organiques : des acides humiques de tourbe (Pahokee peat), des acides fulviques et 

de l'acide citrique. D‟après leurs résultats, il y aurait une compétition des acides fulviques et de l‟acide 
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citrique vis-à-vis de l‟AsIII pour les sites de sorption. L‟acide citrique était par ailleurs capable de 

réduire l‟adsorption de l‟AsV sur la ferrihydrite. Les acides humiques ne semblaient pas interférer 

avec l‟adsorption de l‟As.  

Ainsi, la matière organique pourrait modifier la spéciation de l‟arsenic en réduisant l‟AsV en AsIII. 

Des études réalisées sur des sols contaminés au CCA ont révélé que 92 % de l‟As était sous forme 

d‟AsV dans les sols les plus minéraux, alors que dans les sols riches en matière organique, la 

proportion d‟AsIII augmentait de façon significative jusqu‟à une concentration d‟environ 30% 

(Balasoiu et al, 2001). 

D‟autre part, la matière organique est capable d‟influencer de façon indirecte la mobilité de l‟arsenic, 

en réduisant les oxydes de FeIII et de MnIII ou IV sur lesquels l‟As est souvent adsorbé.  

 E f f e t  d e  l a  m a t i è r e  o r g a n i q u e  s u r  l e s  I.4.2.
b a c t é r i e s  t r a n s f o r m a n t  l ‟A s  

Jusqu‟à présent, la plupart des études de l‟influence de la matière organique du sol sur la mobilité de 

l‟arsenic n‟a porté que sur des processus abiotiques. Cependant, l‟influence des microorganismes sur 

le devenir des polluants inorganiques dans le sol est significative. Elle peut être directe ou indirecte et 

résulte des métabolismes bactériens et de leurs propriétés de biosorption, bioaccumulation et 

biominéralisation. 

Il est donc crucial de pouvoir déterminer dans quelle mesure la concentration et la nature de la matière 

organique pourraient influencer la mobilité et la biodisponibilité de l‟arsenic dans les sols via l‟activité 

des microorganismes, et d‟appréhender ainsi son impact dans l‟environnement et au niveau sanitaire 

de façon plus complète. 

Des travaux effectués avec des souches bactériennes AsIII-oxydantes dans le cadre de différents 

projets indiquent un effet très significatif de la matière organique sur l‟activité de ces micro-

organismes en présence d‟oxygène. Des expériences réalisées dans le but d‟étudier la colonisation 

d‟un support (de la pouzzolane) par une communauté bactérienne AsIII-oxydante, dans l‟objectif de 

développer des procédés de traitement d‟eau, ont montré que le taux d‟oxydation de l‟AsIII diminuait 

de façon significative, de 100 % à 34 % en présence de 4 g.L-1 d‟extrait de levure (Challan-Belval et 

al, 2009). L‟étude récente de souches bactériennes isolées d‟un sédiment marin pollué riche en arsenic 

a montré que l‟ajout de glycérol dans le milieu de culture ralentit l‟oxydation de l‟AsIII (résultats 

encore non publiés). Bachate et al (2012) ont étudié l‟influence de l‟apport de substrats organiques sur 

l‟oxydation de l‟AsIII par deux bactéries hétérotrophes aérobies isolées de sols de jardin, et 

apparentées du point de vue phylogénétique aux genres Bordetella et Achromobacter. Ces auteurs ont 
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observé que les conditions de croissance ont un effet sur la vitesse d‟oxydation de l‟AsIII : cette 

dernière était maximale quand les souches étaient cultivées en présence de seulement 0,4 g.L-1 

d‟extrait de levure, réduite de 25 à 50 % quand les cellules s‟étaient développées en présence de 1 g.L-

1 d‟extrait de levure, et diminuée de 85 % quand elles s‟étaient développées avec 0,4 g.L-1 d‟extrait de 

levure additionné de 20 mM (1,18 g.L-1) d‟acétate. Bachate et al (2012) ont également observé une 

diminution de l‟activité enzymatique arsénite-oxydase des deux souches avec l‟augmentation de la 

concentration totale en substrats organiques dans le milieu de croissance. 

La matière organique apparaît donc comme ralentissant la transformation de l‟AsIII en AsV par les 

bactéries en condition aérée, c'est-à-dire dans les conditions physico-chimiques classiques d‟un sol de 

surface. Or, dans de telles conditions, il est pour l‟instant admis que la réaction biogéochimique 

prépondérante serait l‟oxydation de l‟AsIII en AsV. Cette réaction a une importance écologique 

significative car elle conduit à une stabilisation de l‟As dans l‟environnement par la formation d‟AsV, 

dont la capacité à s‟adsorber sur des phases porteuses telles que les oxydes de fer est bien connue 

(Fuller et al, 1993). Certains auteurs ont cependant suggéré que les gènes de résistance à l‟arsenic, 

gènes ars pourraient contribuer à la mobilisation d‟arsenic dans l‟environnement. Macur et al (2004) 

ont isolés diverses bactéries hétérotrophes d‟un sol non saturé, et ont montré qu‟en présence de 5 mM 

(0,9 g.L-1) de glucose, la moitié des microorganismes oxydait l‟AsIII et l‟autre moitié réduisait l‟AsV 

dans les mêmes conditions aérobies. Deux des souches isolées, apparentées à Agrobacterium 

tumefaciens, très proches du point de vue phylogénétique, avaient même des comportements opposés 

vis-à-vis de l‟arsenic : l‟une oxydait l‟AsIII, et l‟autre réduisait l‟AsV.   

Hartley et al (2009) ont montré, par des essais en pots, une augmentation de la concentration en As 

mobile en solution lors d‟amendements de composts de déchets verts. Cette augmentation de 

concentration en As était corrélée à une augmentation de la concentration en carbone organique 

dissout et de la concentration en fer. Cao et al (2003) ont aussi observé une augmentation de l‟As 

soluble dans l‟eau ainsi qu‟une réduction de l‟AsV corrélées à un apport de compost dans un sol 

pollué par du CCA.  

Huang et al (2012) ont d‟ailleurs étudié l‟effet d‟amendements organiques « verts » sur la mobilisation 

de l‟arsenic, sa méthylation et sa volatilisation dans un sol de rizière en condition « inondée », donc 

peu ou pas oxygénée. Ils ont recherché les gènes fonctionnels bactériens liés à l‟arsenic dans leurs 

microcosmes. Ces auteurs ont mis en évidence un effet significatif de la concentration et du type de 

matières organiques sur les activités d‟oxydation de l‟AsIII et de réduction de l‟AsV à travers 

l‟abondance et l‟expression des gènes aioA et arsC. Leurs résultats suggèrent que l‟amendement du 

sol par de la luzerne ou des grains d‟orge de distillerie a pour effet de stimuler l‟expression des gènes 

aioA, la luzerne induisant une diminution du nombre de copies du gène alors que les grains d‟orge 

n‟affectent pas ce paramètre. En revanche, les deux types d‟amendement induisent une augmentation 
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significative du nombre de copies du gène arsC. Le niveau d‟expression de ce gène par les bactéries 

est diminué par les amendements organiques. Cependant, étant donné que le nombre de copies de ce 

gène est fortement accru, l‟expression globale d‟arsC (exprimée en copies du gène exprimé par g de 

sol) est augmentée. L‟ajout de matière organique a eu par ailleurs pour conséquence d‟augmenter la 

méthylation et la volatilisation de l‟arsenic dans le sol testé (majoritairement anoxique).  

Toutes ces études montrent que les bactéries capables d‟oxyder, de réduire ou de méthyler l‟arsenic 

coexistent, et que leur abondance relative et leur activité métabolique jouent un rôle fondamental sur la 

spéciation de l‟arsenic et sa mobilité dans les sols. 

Plusieurs équipes ont réalisé en laboratoire des incubations de sols pollués ou enrichis en arsenic en 

suspension de sol et en conditions aérobies, avec ajout de substrats organiques comme le glucose, le 

lactate ou l‟acétate (Lee et al, 2005; Quéméneur, 2008; Yamamura et al, 2009). Ces auteurs ont 

observé une mobilisation de l‟arsenic en solution. Cependant, l‟influence de la concentration et de la 

nature de la matière organique sur les activités d‟oxydation de l‟AsIII ou de réduction de l‟AsV en 

condition aérobie n‟a pas été étudiée de façon systématique. 

La Figure 9 récapitule toutes les informations disponibles dans l‟état de l‟art, à ce jour, concernant le 

domaine des interactions entre arsenic, phases minérales et organiques des sols, et compartiment 

microbien. L‟analyse de la bibliographie a révélé que l‟influence de la matière organique sur les 

processus microbiens liés à l‟arsenic est peu connue dans les sols non saturés.  
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Figure . Etat des connaissances disponibles au démarrage de la thèse  : influence de la matière organique sur la spéciation et la mobilit é de l‟As 
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I . 5 .  P o s i t i o n n e m e n t  d e  l a  t h è s e  d a n s  l a  
p e r s p e c t i v e  d e  l ‟é t a t  d e  l ‟a r t   

Ce projet de thèse s‟inscrit dans le contexte de la gestion des sites pollués par de l‟arsenic. Ce 

métalloïde toxique peut être trouvé en concentrations élevées sur certains sites impactés par 

d‟anciennes activités minières ou industrielles, comme Salsigne et Auzon. Des apports en matière 

organique ont été testés dans le but de phyto-stabiliser des parcelles sur le site de Saint-Laurent-Le-

Minier, ancienne mine de plomb et de zinc située dans le Gard (Escarré et al, 2011; Frérot et al, 2002). 

Le développement du couvert végétal est en effet fortement susceptible d‟être limité par la mauvaise 

texture du sol et sa faible teneur en matière organique. Il apparait donc pertinent de connaître 

l‟influence potentielle d‟un apport de matière organique dans ces sols sur la biogéochimie de l‟arsenic.  

Cette problématique intéresse également de nombreux terrains agricoles, affectés par l‟arsenic sous 

forme de pollution diffuse, soit parce qu‟ils se trouvent dans une zone impactée par des activités 

industrielles (arsenic transporté par des envols de particules ou des fumées), soit à travers l‟utilisation 

ancienne de pesticides contenant de l‟arsenic. Il serait donc utile de connaître l‟influence des 

amendements organiques liés aux pratiques agricoles sur la biogéochimie de l‟arsenic.  

Enfin, certains sols de forêt devront également faire l‟objet d‟études et de stratégies de gestion des 

risques liés à l‟arsenic. Ainsi,  le site « Place à gaz » de la forêt de Spincourt, au Nord-Est de la 

commune de Gremilly (55), a été le lieu de destruction par incinération d‟un stockage de munitions 

chimiques allemandes à la fin de la Première Guerre Mondiale. Plusieurs études ont été effectuées sur 

ce site, qui ont révélé des concentrations très élevées (jusqu‟à 17 %) en arsenic inorganique dans le sol 

de surface sur le lieu d‟incinération, ainsi que des teneurs assez fortes dans les horizons inférieurs et 

dans les eaux interstitielles (Baubron, 2004; Bausinger et al, 2007). Or, les sols de forêt sont 

particulièrement riches en matière organique, dont l‟influence sur la mobilité et la biodisponibilité de 

l‟arsenic n‟a pas été quantifiée. 

Deux hypothèses peuvent être avancées pour expliquer l‟influence de la matière organique sur 

l‟activité globale d‟oxydation de l‟AsIII par la microflore d‟un sol (Figure 10) : 

- L‟arsenic est une source d‟énergie potentielle pour les bactéries. Il est possible que la présence 

de matière organique en tant que substrat énergétique facilement utilisable inhibe le processus 

d‟oxydation tout simplement parce que les bactéries préfèrent métaboliser les substrats les 

plus intéressants du point de vue énergétique. La perte par délétion des gènes aio par des 

bactéries cultivées durant de longues périodes en milieu riche est même soupçonnée. 

 



Introduction Page 30 

- La plupart des bactéries AsIII-oxydantes possèdent à la fois le système Aio de l‟oxydation de 

l‟AsIII et le système Ars qui confère une capacité de résistance à l‟arsenic. Or, l‟activité du 

système Ars induit une réduction de l‟AsV ayant pénétré passivement dans la cellule par des 

transporteurs du phosphate en AsIII qui en est alors expulsé. Le système Ars est 

consommateur d‟énergie, à l‟inverse du système Aio qui fournit de l‟énergie chez certaines 

bactéries. Il est donc possible qu‟en présence de matière organique, le système Ars soit plus 

actif pour réduire l‟AsV en AsIII, réaction inverse de celle qui est liée au système Aio, 

induisant ainsi une vitesse d‟oxydation globale de l‟AsIII plus faible, voire nulle ou négative 

(réduction). 

Figure . Hypothèses permettant d‟expliquer, au niveau cellulaire, l'effet de la matière 
organique sur la vitesse globale d'oxydation de l'AsIII, observé dans les études publiées 
avant cette thèse. 

L‟analyse de la bibliographie a révélé que l‟influence de la matière organique sur les processus 

microbiens liés à l‟arsenic est peu connue dans les sols non saturés. Afin de répondre aux questions 

scientifiques liées à ce manque de données, la présente thèse propose une stratégie expérimentale 

déclinée en trois articles visant à étudier de façon précise et systématique l‟influence de divers types 
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de matières organiques sur l‟activité de bactéries AsIII-oxydantes (Chapitre II), de microflores 

globales de sols réels et sur la mobilisation de l‟As dans ces sols (Chapitre IV). Lors de l‟élaboration 

des programmes expérimentaux, nous avons recherché dans la littérature un mélange de substrats 

organiques qui pourrait être utilisé en laboratoire afin de mimer les amendements de matière organique 

fraîche apportés aux sols. Ayant relevé un manque de données dans ce domaine, nous avons élaboré 

une mixture modèle et synthétique de matières organiques, représentative de la matière organique des 

sols (Chapitre III). 
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I n t rod uc t ion  au  Ch ap i t r e  I I .  

Influence d'un apport de substrats organiques sur l'expression 
du gène aioA, et sur l'oxydation de l'AsIII par deux souches 
pures 
 

Ce chapitre est présenté sous la forme d‟un article en préparation en vue d‟une publication dans un 

journal scientifique de rang A. Il porte sur l‟étude de l‟influence de la nature et de la concentration en 

matière organique sur la vitesse spécifique d‟oxydation de l‟AsIII et l‟expression du gène aioA par 

deux souches bactériennes pures, Thiomonas delicata sp. arsenivorans et Herminiimonas 

arsenicoxydans. Il permet d‟aborder la problématique de la thèse de façon simplifiée par rapport au 

milieu naturel des sols. Les deux souches utilisées possèdent des métabolismes différents, l‟une 

utilisant l‟AsIII comme source d‟énergie et l‟autre pas, ceci devait nous permettre d‟étudier l‟impact 

d‟un apport de matière organique sur les deux types d‟utilisation du système aioA, énergétique ou non. 
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Ch ap i t r e  I I .   I n f lu en ce  d 'u n  app or t  d e  
sub s t r a t s  o r gan iqu es  su r  l ' exp r es s ion  du  
g èn e  a io A ,  e t  su r  l ' o x yd a t io n  d e  l 'A s I I I  pa r  
T h iomo nas  de l i ca ta  s p .  a rsen ivo ran s  e t  
H erm in imona s  ar sen i co xydan s  
Lescure T.1,2,3, Joulian C.1, Charles C.1, Ben Ali Saanda T.1, Charron M.1, Breeze D.1, Bauda P.3, 
Battaglia-Brunet  F.1,2 

1BRGM, 3 avenue Claude Guillemin, 45060 Orléans, France 

2BRGM, ISTO, UMR 7327, BP 36009, 45060 Orléans, France 

3LIEC UMR 7360 CNRS-Université de  Lorraine, Campus Bridoux, rue du Général Delestraint, 57070 
Metz, France 

I I . 1 .  I n t r o d u c t i o n  

L‟oxydation microbienne de l‟arsénite en arséniate peut être réalisée pour détoxifier un milieu ou pour 

apporter de l‟énergie à la cellule. L‟AsV est moins toxique et plus facilement adsorbé que l‟AsIII par 

les oxydes de fer FeIII ou de manganèse MnIII et MnIV, souvent présents dans les sols (Smedley & 

Kinniburgh, 2002). La fonction d‟oxydation de l‟AsIII est codée chez les bactéries par l‟opéron aio 

(Lett et al, 2012), qui comprend 5 gènes (aioB, aioA, aioS, aioR et aioX), dont deux codent pour les 

deux sous-unités de l‟enzyme arsénite oxydase : aioB code pour la petite sous-unité contenant un 

centre Rieske [2Fe-2S] et aioA code pour la grande sous-unité catalytique contenant une 

molybdoptérine et un cluster [3Fe-4S]. Ces gènes codant pour l‟arsénite oxydase n‟avaient été 

initialement identifiés et isolés que chez deux β-protéobactéries : Alcaligenes faecalis (Anderson & 

Bruland, 1991) et Herminiimonas arsenicoxydans (Muller et al, 2003). Les trois autres gènes 

correspondent aux fonctions suivantes : aioS code pour une histidine kinase senseur, aioR pour un 

régulateur transcriptionnel, et aioX pour une protéine ligand des oxy-anions. 

Au fil du temps, de nombreuses bactéries furent identifiées comme portant un gène analogue à celui 

codant pour l‟arsénite oxydase (Oremland et al, 2002; Santini et al, 2002). C‟est le cas notamment de 

la souche Thiomonas arsenivorans, bacille acido-tolérant mobile Gram négatif chimiolithoautotrophe 

(Battaglia-Brunet et al, 2006). Il fut prouvé que cette bactérie pouvait à la fois détoxifier le milieu et 

créer de l‟énergie par oxydation de l‟arsénite en arséniate (Battaglia-Brunet et al, 2006; Santini et al, 

2002). Santini and van den Hoven (2004) ont étudié une autre bactérie chimiolithoautotrophe, NT26. 

Lorsque le gène aioA de cette souche est inactivé, elle ne peut pousser sur milieu minimum en 

présence d‟arsenic. Si ce même gène est activé, cette bactérie peut oxyder l‟AsIII afin d‟en retirer de 
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l‟énergie. Cette expérience a démontré l‟utilisation de l‟arsenic par certaines bactéries comme source 

d‟énergie.  

Des bactéries capables d‟oxyder l‟arsenic et des organismes pouvant le réduire ont été détectées dans 

de nombreux environnements terrestres et aquatiques (Battaglia-Brunet et al, 2006; Campos et al, 

2010; Duquesne et al, 2008; Hoeft et al, 2004; Quéméneur, 2008; Quéméneur et al, 2010). Certaines 

bactéries possèdent à la fois des gènes permettant l‟oxydation et d‟autres leur conférant la capacité de 

réduire l‟arsenic. Le système de résistance Ars confère aux microorganismes la capacité de réduire 

l‟AsV en AsIII. Bien que consommatrice d‟énergie, cette réaction de détoxification est très largement 

réalisée par les communautés microbiennes, car l‟AsIII ainsi obtenu va pouvoir être excrété hors de la 

cellule, sous forme d‟AsIII ou de formes méthylées, ou bien séquestré sous forme conjuguée avec du 

glutathione réduits GSH ou d‟autres thiols, par exemple chez des levures (Rosen, 2002(a)). Une autre 

voie, minoritaire toutefois, est la réduction dissimilatrice de l‟arséniate en arsénite afin de créer de 

l‟énergie par respiration anaérobie, en utilisant l‟arséniate en tant qu‟accepteur final d‟électrons (Silver 

& Phung, 2005).  

Des travaux effectués avec des souches bactériennes AsIII-oxydantes suggèrent un effet très 

significatif de la matière organique sur l‟oxydo-réduction de l‟AsIII en présence d‟oxygène. Challan-

Belval et al (2009) ont montré qu‟un apport d‟extrait de levure diminuait fortement la vitesse 

d‟oxydation de l‟AsIII par des bactéries organisées en biofilms. La matière organique apparaît donc 

comme ralentissant la transformation de l‟AsIII en AsV par les bactéries en condition aérée. Cette 

réaction a une importance écologique significative car elle conduit à une stabilisation de l‟As dans 

l‟environnement par la formation d‟AsV, dont la capacité à s‟adsorber sur des phases porteuses telles 

que les oxydes de fer est bien connue (Fuller et al, 1993). Certains auteurs ont cependant suggéré que 

les gènes ars pourraient contribuer à la mobilisation d‟arsenic dans l‟environnement. Macur et al 

(2004) ont isolé diverses bactéries hétérotrophes d‟un sol non saturé, et ont montré qu‟en présence de 

5 mM  (0,9 g.L-1) de glucose, la moitié des microorganismes oxydait l‟AsIII et l‟autre moitié réduisait 

l‟AsV dans les mêmes conditions aérobies. Deux des souches isolées, apparentées à Agrobacterium 

tumefaciens et très proches du point de vue phylogénétique, avaient même des comportements opposés 

vis-à-vis de l‟arsenic : l‟une oxydait l‟AsIII, et l‟autre réduisait l‟AsV. Au niveau du système de 

résistance Ars, la plupart des études portant sur l‟expression ont été jusqu‟à présent focalisées sur les 

gènes codant pour les transporteurs ArsB et Acr3 (Achour-Rokbani et al, 2010; Achour et al, 2007; 

Poirel et al, 2013). Cependant, l‟expression de ces gènes n‟est pas obligatoirement liée au phénomène 

de réduction de l‟AsV, contrairement à celle du gène arsC dont l‟expression est moins documentée. La 

régulation des gènes aioAB par la matière organique ferait intervenir un contrôle multiple, 

contrairement au système ars dont l‟expression est contrôlée uniquement par la concentration en 

arsenic. 
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Les hypothèses pouvant expliquer un effet potentiel de la matière organique sur la vitesse d‟oxydation 

de l‟arsenic sont (1) que la présence de substrat organique pourrait inhiber le processus d‟oxydation 

via les gènes aio, parce que les bactéries métaboliseraient des substrats plus énergétiques que l‟AsIII., 

(2) que la matière organique pourrait aussi induire une diminution de la biodisponibilité de l‟AsIII par 

des réactions de complexation (Spuches et al, 2005), et (3) qu‟en présence de matière organique, le 

système Ars de réduction de l‟AsV soit stimulé, induisant une vitesse d‟oxydation globale plus faible, 

cette vitesse globale étant la résultante de l‟oxydation de l‟AsIII et de la réduction simultanée de 

l‟AsV.  

Cependant, jusqu‟à présent, l‟influence de la concentration et de la nature de la matière organique sur 

les activités d‟oxydation de l‟AsIII ou de réduction de l‟AsV en condition aérobie n‟a pas été étudiée 

de façon systématique. 

L‟objectif du présent travail était de mettre en relation, en présence ou non de matière organique :  

- La cinétique d‟oxydation en batch de l‟AsIII, 

- La croissance bactérienne, 

- L‟expression du gène aioA (oxydation de l‟AsIII). 

L‟extrait de levure est le substrat complexe de référence dans les études de laboratoire. Afin de 

comparer les résultats entre eux, il est donc important d‟étudier l‟effet de ce substrat. En parallèle, des 

substrats organiques simples ne contenant pas d‟azote ont été choisis, l‟acétate et le succinate. Ces 

substrats peuvent être utilisés par les bactéries comme sources de carbone et/ou d‟énergie, mais pas 

comme source d‟azote, contrairement à l‟extrait de levure. 

Dans un premier temps, l‟influence directe de substrats organiques sur l‟expression du gène aioA a été 

explorée, permettant ainsi de progresser dans l‟évaluation des deux premières hypothèses. Au cours de 

la présente étude, l‟oxydation de l‟AsIII au cours de la croissance bactérienne a été étudiée en batch, à 

une concentration en arsenic relativement élevée (75 mg.L-1 soit 1 mM). Par ailleurs, des cinétiques 

d‟oxydation de l‟AsIII à une faible teneur en AsIII, plus compatibles avec les concentrations 

potentiellement trouvées dans les eaux interstitielles d‟un sol (0,5-2 mg.L-1 d‟AsIII) ont été 

déterminées avec des cellules bactériennes pré-cultivées en présence de différentes concentrations et 

natures de substrats organiques. L‟étude de cinétiques d‟oxydation de l‟AsIII par des cellules placées 

dans différentes conditions a ensuite permis d‟acquérir des informations concernant l‟hypothèse (2) 

focalisée sur l‟effet de la matière organique sur la biodisponibilité de l‟AsIII.  
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I I . 2 .  M a t é r i e l  e t  M é t h o d e s  

 S o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  II.2.1.

Les microorganismes choisis comme modèles sont :  

- la souche autotrophe facultative et mixotrophe Thiomonas delicata souche arsenivorans 

(DSM 16361) capable de se développer sur AsIII seul. Il est donc certain qu‟elle utilise ce 

substrat comme source d‟énergie. Cette souche possède aioA et arsB, 

- la souche hétérotrophe Herminiimonas arsenicoxydans (DSM 17148), parfaitement 

caractérisée, qui possède les gènes aioA et arsB, et dont le génome a été séquencé.  

Ces deux souches font partie de la sous-division  des protéobactéries. T. arsenivorans a été isolée par 

le BRGM : cette souche est disponible dans la banque de microorganismes du laboratoire. La souche 

H. arsenicoxydans (Weeger et al, 1999) a été aimablement fournie pour cette étude par le laboratoire 

Microorganismes, Génome et Environnement de l‟Université Louis Pasteur de Strasbourg, qui a isolé 

cette bactérie. 

 M i l i e u x  d e  c u l t u r e  II.2.2.

Les deux souches ont été cultivées sur milieu minimum CAsO1.  

Le milieu liquide CAsO1 est un mélange de deux solutions de 500 mL chacune. La solution A contient 

0,5 g KH2PO4, 0,5 g K2HPO4, 0,5 g NaCl, 0,05 g (NH4)2SO4 et 1 mL de solutions d‟oligo-éléments. Le 

pH de cette solution est ajusté avant autoclavage, à pH 6,0 pour une culture ultérieure de T. 

arsenivorans et à pH 7,2 pour une culture ultérieure de H. arsenicoxydans. La composition de la 

solution d‟oligo-éléments est donnée dans Battaglia-Brunet et al (2006). La solution B (500 mL) 

contient 0,1 g de CaCl2 et 0,1 de MgSO4. Les deux solutions ont été autoclavées séparément et 

mélangées après refroidissement. 10 mL d‟une solution à 10 g.L-1 d‟AsIII, filtrée à 0,22 µm, ont été 

ajoutés au milieu de culture.  

Une solution concentrée à 50 g.L-1 d‟extrait de levure a été préparée et filtrée sur 0,22 µm avant d‟être 

stockée au réfrigérateur. 
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 C o n d i t i o n s  d ‟i n c u b a t i o n  e t  m e s u r e  d e  l a  II.2.3.
c r o i s s a n c e  

II.2.3.1. Expériences à 75 mg.L-1 d‟AsIII : Influence de la 
concentration en substrat organique sur la cinétique d‟oxydation de 
l‟AsIII  

La souche de T. arsenivorans est repiquée chaque semaine sur milieu CAsO1. La souche H. 

arsenicoxydans est aussi repiquée chaque semaine sur milieu LB. La pureté est vérifiée par des 

étalements sur boîte de Pétri et par des observations à l‟état frais par microscopie. 

Les vitesses d‟oxydation de l‟AsIII liées aux activités bactériennes sont déterminées sur des cultures 

en batch, avec suivi de la transformation de l‟AsIII en AsV au cours de la croissance. 

T. arsenivorans a tout d‟abord été cultivée en flacon pénicilline à partir d‟une culture en milieu liquide 

à 10% (volume/volume), dans 20 mL de milieu CAsO1 sans ajout de matière organique. Pour H. 

arsenicoxydans, qui est une bactérie hétérotrophe, l‟inoculum a été obtenu sur milieu CAsO1 (pH 7,2) 

contenant 75 mg.L-1 d‟AsIII et 1 g.L-1 d‟extrait de levure. Dix mL de préculture ont été prélevés et 

repiqués dans 6 erlenmeyers contenant 100 mL de milieu de base à 75 mg.L-1 d‟AsIII. Trois de ces 

erlenmeyers ont été amendés avec 0,4 mL d‟extrait de levure concentré, alors que les trois autres ont 

été amendés avec 2 mL d‟extrait de levure concentré. Les concentrations finales en extrait de levure 

étaient respectivement de 0,2 et 1 g.L-1 d‟extrait de levure, concentrations pour lesquelles un effet de la 

matière organique sur les cinétiques d‟oxydation avait été mis en évidence dans des expérimentations 

antérieures. Le mode opératoire est sensiblement le même pour H. arsenicoxydans que pour T. 

arsenivorans, excepté pour le pH du milieu (7,2 pour H. arsenicoxydans contre 6,0 pour T. 

arsenivorans). 

Tous les flacons ont été incubés à 25°C sous agitation. A T0 puis 2 fois par jour, les deux premiers 

jours, la croissance bactérienne a été suivie par des observations au microscope et par des mesures de 

densité optique à 620 nm. Les prélèvements ont été ensuite filtrés à 0,22 µm dans des flacons stériles, 

pour l‟analyse ultérieure de l‟AsV. 

II.2.3.2. Expériences à 2 mg.L-1 d‟AsIII  

Le but de ces expériences était de quantifier la vitesse d‟oxydation de l‟AsIII lorsque la concentration 

en AsIII est si faible que la cinétique doit être réalisée sur un intervalle de temps court, c‟est-à-dire 

inférieur à une heure. Pour cela, il est préférable de travailler avec une concentration en cellules 

normalisée, ce qui permet de comparer plus facilement les résultats obtenus dans différentes 

conditions.  
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H. arsenicoxydans, souche hétérotrophe, a été pré-cultivée en milieu CAsO1 additionné d‟extrait de 

levure, alors que T. arsenivorans a été pré-cultivée en milieu CAsO1 minimum. Afin de déterminer 

dans quelle mesure la concentration en matière organique dans le milieu de croissance a un impact sur 

les capacités AsIII-oxydantes des deux souches, et pour éliminer un biais potentiel dû à la présence de 

substrat organique lors de la croissance de H. arsenicoxydans, deux types d‟expériences ont été 

comparés : 

- Des expériences avec une concentration en substrat identique pendant la phase de croissance 

des cellules et pendant la phase de mesure de la vitesse d‟oxydation (cinétique) ; 

- Des expériences au cours desquelles l‟effet de la présence de substrat pendant la phase de 

cinétique a été dissocié de l‟effet de la concentration pendant la croissance ; pour cela, deux 

conditions différentes, absence ou présence de substrat pendant la cinétique, ont été 

comparées. 

Les substrats choisis pour ces expériences étaient les suivants : pour T. arsenivorans, l‟extrait de 

levure ou le succinate ont été utilisés comme source de carbone et d‟énergie, alors qu‟H. 

arsenicoxydans a été cultivée sur extrait de levure ou acétate. L‟acétate est la seule molécule carbonée 

simple utilisée par H. arsenicoxydans comme unique source de carbone et d‟énergie (Muller et al, 

2003), mais pour T . ars, qui n‟utilise pas l‟acétate, un autre substrat simple utilisé de façon efficace 

par cette souche, le succinate, a été choisi. L‟extrait de levure est un substrat complexe utilisé par les 

deux souches, ce qui permet d‟avoir des résultats avec un substrat commun pour les deux organismes. 

Ainsi, pour chaque souche, l‟influence d‟un substrat complexe et d‟une molécule carbonée simple a 

été déterminée.  

a. Matière organique en concentration identique dans le milieu de 
croissance et dans le milieu de cinétique.  

Le protocole de cette série d‟expériences est détaillé dans la  
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Figure 11. La nature et la concentration en substrat dans le milieu de croissance des cellules ont été 

conservées à l‟identique dans le milieu de cinétique au cours de laquelle les vitesses spécifiques 

d‟oxydation de l‟AsIII ont été déterminées.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure . Protocole de détermination des vitesses spécifiques d‟oxydation de l‟AsIII  : nature 
et concentration en matière organique identiques dans le milieu de croissance et au cours 
des déterminations de cinétiques d‟oxydation de l‟AsIII.  

Les bactéries ont été pré-cultivées pendant 3 jours en milieu CAsO1 contenant 100 mg.L-1 d‟AsIII, au 

pH adéquat (pH 6,0 pour T. arsenivorans et pH 7,2 pour H. arsenicoxydans) et différentes 

concentrations en matière organique (0,05 ; 0,2 ou 1 g.L-1 d‟extrait de levure pour les deux souches, ou 

de succinate pour T. arsenivorans ou d‟acétate pour H. arsenicoxydans). Chacune de ces pré-cultures a 

ensuite été repiquée dans 100 mL de milieu de culture contenant 2 mg.L-1 d‟AsIII et à la concentration 

en matière organique dans laquelle elle avait été pré-cultivée. Les incubations ont été réalisées pendant 

3 jours, à 25°C, en condition statique. 

A l‟issue de cette étape de croissance, les bactéries de chaque condition ont été dénombrées après 

homogénéisation par comptage au microscope en cellules de Thoma. Les volumes de culture à 

prélever pour obtenir la même quantité de cellules pour chaque condition ont été calculés. Une 

première centrifugation des cultures, de 30 minutes à 8 500 g, a été réalisée. Le surnageant a été 

soigneusement éliminé et les culots rincés avec 20 mL de milieu CAsO1 sans arsenic. 
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Un second cycle de centrifugation de 30 minutes à 8 500 g, de lavage des culots cellulaires par ajout 

de 20 mL de CAsO1 sans arsenic et de re-suspension des culots, a été réalisé. Le volume de 

suspension bactérienne a ensuite été ajusté, pour chaque condition à 130 mL par ajout de milieu sans 

arsenic. Les suspensions bactériennes ainsi obtenues ont été distribuées à raison de 20 mL par flacon 

cotonné stérile de 60 mL. Tous les flacons ont été échantillonnés (1 mL), et les prélèvements ont été 

placés en tubes à hémolyse et conservés à 4 °C pour numération en cellule de Thoma. Les culots ont 

été repris chacun dans 20 mL de milieu CAsO1 neuf, contenant la concentration initiale de matière 

organique. Chaque cinétique a été réalisée sur des cultures en triplicat. A T0, 400 μL de solution à 100 

mg.L-1 d‟AsIII ont été ajoutés dans les flacons de façon à obtenir une concentration finale de 2 mg.L-1 

d‟AsIII. Une cinétique d‟oxydation a été réalisée durant 45 minutes, avec un prélèvement de 2,5 mL 

toutes les 15 minutes. Les échantillons prélevés ont été immédiatement filtrés à 0,2 µm dans des 

microtubes stériles. Entre chaque prélèvement, les cultures ont été remises à incuber à 25 °C en 

condition statique. 

b. Effet de la présence de matière organique durant la cinétique 
d’oxydation de l’AsIII par les souches pures cultivées à différentes 
concentrations en substrat organique 

La cinétique d‟oxydation a été réalisée sur 45 min avec des suspensions de cellules des deux souches 

pures (T. arsenivorans et H. arsenicoxydans) préalablement cultivées en présence de différentes 

concentrations en substrat organique. Pour toutes les conditions, les cultures ont été réalisées en 

présence de trois concentrations (0,05 ; 0,2 et 1 g.L-1) en matières organiques. Ensuite, les cinétiques 

ont été réalisées en absence ou en présence de 0,2 g.L-1 de matière organique (Figure 12). Ceci devait 

permettre de distinguer l‟effet de la concentration en matière organique pendant la croissance de l‟effet 

de la matière organique au moment de la cinétique d‟oxydation. 
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Figure . Protocole utilisé afin de déterminer l‟influence de la présence de 0,2 g.L -1 d‟AsIII 
sur la vitesse d‟oxydation de l‟AsIII par des bactéries cultivées en présence de différentes 
concentrations en substrats organiques (données en g.L -1 dans les représentations des 
flacons)  

Après croissance des bactéries, les cellules ont été récupérées et remises en suspension de façon à 

normaliser la concentration cellulaire comme décrit dans le paragraphe II.2.3.2. a.  

Pour les cultures à 0,05 g.L-1, 0,2 g.L-1 et 1 g.L-1 de matière organique, deux sous-conditions ont été 

testées lors des cinétiques : (1) sans matière organique et (2) avec 0,2 g.L-1 de matière organique. Pour 

cela, 400 µL de solution concentrée à 10 g.L-1 de chaque matière organique ont été ajoutés dans une 

moitié des flacons, correspondant à la condition « 0,2 g.L-1 de substrat organique pendant la cinétique 

». Une cinétique d‟oxydation a été réalisée durant 45 minutes comme décrit dans le paragraphe 

II.2.3.2. a.   

 S p é c i a t i o n  d e  l ‟a r s e n i c  :  s é p a r a t i o n  p a r  II.2.4.
é c h a n g e  d ‟i o n s  

Tous les prélèvements ont été préalablement dilués au 1/10ème et stockés à 4°C. Les fractions AsIII et 

AsV des échantillons issus des cinétiques ont été obtenues par chromatographie sur colonne 

échangeuse d‟ions (AG® 1-X8 Resin, Cat. #140-1431, Biorad). 
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Cinq mL d‟échantillon ont été déposés sur la résine. La fraction d‟AsIII a été recueillie d‟un premier 

rinçage de la colonne avec 5 mL d‟eau ultrapure et acidifiée avec une goutte d‟HCl concentré à 37 %. 

L‟AsV a été élué deux fois avec 5 mL d‟HCl 1 M. Les flacons contenant les 5 mL restant d‟As total 

ont à leur tour été acidifiés et le tout a été conservé à 4 °C avant dosage. La quantification de l‟arsenic, 

AsV, AsIII et As total, a été réalisée par spectrophotométrie d‟absorption atomique four (Varian 

SPECTRAA). 

 C a l c u l  d e  l a  v i t e s s e  s p é c i f i q u e  II.2.5.
d ‟o x y d a t i o n  d e  l ‟A s I I I  

La vitesse spécifique d‟oxydation de l‟AsIII par les souches pures a été calculée en divisant la vitesse 

d‟oxydation de l‟AsIII linéaire sur 45 min d‟expérience par la concentration en cellules mesurée au 

début de l‟expérience. Cette concentration ne varie pas significativement au cours des 45 minutes 

d‟expérience. 

 E x t r a c t i o n  d e s  A R N  e t  s y n t h è s e  d e s  A D N c  II.2.6.

Les extractions d‟ARN et d‟ADN ont été réalisées sur les culots de cellules conservés à -80°C, au 

moyen du kit NucleoSpin® RNA II de Macherey-Nagel suivant les recommandations du fabricant. 

Une étape d‟élution séparée des ADN et des ARN a été intercalée dans le protocole avant les élutions 

des ARN, afin d‟extraire conjointement les ADN. Cette étape a été réalisée avec le set Nucleospin® 

DNA/RNA Buffer de Macherey-Nagel. 

La colonne a ensuite été placée sur un nouveau tube de collection de 1,5 mL et le protocole du 

fabricant a été poursuivi, avec la digestion des ADN jusqu‟à l‟élution des ARN. 

Il a été nécessaire de rajouter une nouvelle étape de digestion des ADN résiduels après l‟élution des 

ARN, au moyen de la Turbo DNase (Ambion). Pour ce faire, les ARN extraits ont été mélangés à 7 µL 

de tampon et 1 µL de DNase à 2U, puis incubés à 37°C pendant 10 min. 

Enfin, une nouvelle étape de lavage des ARN au moyen du kit NucleoSpin® RNA II (Macherey-

Nagel) a été réalisée. Les ARN ont finalement été élués dans 60 µL et dosés au spectrophotomètre 

BioPhotometer (Eppendorf).  

La qualité des ARN extraits a été vérifiée sur gel à 1 % d‟agarose (25 min à 100 V). Ils ont été stockés 

dans des microtubes LoBind (Eppendorf), à -80°C, jusqu‟à l‟étape de RT-PCR. 

 C o n d i t i o n s  d e  P C R  II.2.7.
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a. PCR 

Le mélange réactionnel utilisé en RT-PCR était constitué de 1 µL de iScript™ reverse transcriptase, 

d‟un volume variable de solution d‟ARN extrait de façon à obtenir 50 ng par tube, de 4 µL de 5X 

iScript™ reaction mix, et d‟eau (ultrapure nucléase free) qsp 20 µL. La RT-PCR a consisté en une 

succession de quatre étapes : une étape de 5 min à 25°C, une étape de 30 min à 42°C, une étape de 5 

min à 85°C et une étape finale à 15°C. 

Le gène aioA impliqué dans l‟oxydation de l‟AsIII et le gène de l‟ARNr 16 S ont été amplifiés par 

PCR à partir des ARN et des ADNc des cultures de T. arsenivorans et H. arsenicoxydans.  Les 

réactions ont été réalisées dans un thermocycleur Bio-Rad iCycler.  

Dans ce travail, nous avons souhaité corréler l‟activité d‟oxydation de l‟arsenic à la détection et la 

quantification des gènes codant l‟ARNr 16S (en relation avec la croissance des souches pures) et du 

gène aioA codant la sous-unité catalytique de l‟AsIII-oxydase.  

Les Tableau 1 et Tableau 2 listent les amorces utilisées dans cette étude ainsi que leurs principales 

caractéristiques.  

 

Tableau . Séquence et source des amorces 

Amorces 
Amorces ciblant les gènes aioA 
m2-1R  
m4-1F 

Séquence (de 5‟ à 3‟) 
 
GGAGTTGTAGGCGGGCCKRTTRTGDAT 
GCCGGCGGGGGNTWYGARRAYA 

Références 
 
(Quéméneur, 2008) 
(Quéméneur, 2008) 

Amorces ciblant les gènes 
codant l‟ARNr 16S 
 
w49 
w34-marqué FAM en 5‟ 
 
1406R 
Fd1deg 

 
 
ACGGTCCAGACTCCTACGGG 
TTACCGCGGCTGCTGGCAC 
 
 
GACGGGCGGTGTGTRCA 
CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

 
 
(Delbès et al, 1998) 
(Zumstein et al, 2000) 
 
 
(Lane et al, 1985) 
(Weisburg et al, 1991) 

B = C ou G ou T ; H = A ou C ou T ; N = G ou A ou T ou C ; R = A ou G ; V = A ou C ou G 
; W = A ou T ; Y = C ou T. 

Tableau . Couples d‟amorces et conditions opératoires 

Couples d‟amorces 
 
m4-1F/m2-1R 

Température d‟hybridation (°C) 
 
54 

Taille du produit (pb) 
 
 
~ 110 

Amorces ciblant les gènes codant 
l‟ARNr 16S 
  
Fd1deg/1406R  

 
 
 
55 

 
 
 
~ 1 500 
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W49/w34-marqué FAM en 5‟ 61 ~ 200 

Pour les PCR ciblant l‟ADNr16S, les réactions ont été réalisées dans un volume total de 15 µL, 

contenant : 8,6 µL d‟eau stérile, 3 µL de Tampon 5X, 1,5 µL de MgCl2 25mM, 0,15 µL de dNTP 

10mM, 0,3 µL d‟amorces W49 forward et W34 reverse à 50 pmol.mL-1, 0,15 µL d‟enzyme GoTaq 

polymérase (Promega, 5 U.L-1), et 1 µL d‟ADN, d‟ADNc, d‟ARN, ou bien d‟eau distillée stérile 

(témoin négatif). Le témoin positif était de l‟ADN de Pseudomonas (PA2-T4). 

Les conditions de PCR étaient les suivantes : 5 min de dénaturation à 95 °C, suivie de 27 cycles de 30 

s de dénaturation à 95 °C, de 30 s d‟hybridation des amorces à 61°C, de 30 s d‟élongation à 72 °C et 

d‟une étape d‟élongation finale de 7 min à 72°C. 

Pour les PCR ciblant aioA, les réactions ont été réalisées dans un volume total de 20 µL, contenant : 

13 µL d‟eau stérile, 4 µL de Tampon 5X, 1,2 µL de MgCl2, 0,2 µL de dNTP, 0,2 µL de chacune des 

amorces M4-1F et M2-1R, 0,2 µL d‟enzyme GoTaq polymérase, et 1µL d‟ADN, d‟ADNc, d‟ARN ou 

d‟eau distillée stérile (témoin négatif). Le témoin positif était de l‟ADN de H. arsenicoxydans. 

Les conditions de PCR étaient les suivantes : 5 min de dénaturation à 95 °C, suivie de 40 cycles de 30 

s de dénaturation à 95 °C, de 30 s d‟hybridation des amorces à 54°C, de 30 s d‟élongation à 72 °C et 

d‟une étape d‟élongation finale de 7 min à 72°C. 

L‟amplification des ADNr 16S et aioA a été vérifiée par électrophorèse sur gel (à 1 % et 3 % 

d‟agarose respectivement), à 100 V pendant 25 et 30 min respectivement, et visualisée par 

fluorescence aux UV à l‟aide de l‟imageur GeneGenius et du logiciel GeneSnap (SynGene) après 

coloration au bromure d‟éthidium. 

b. PCR quantitative 

La PCR en temps réel permet de détecter et de quantifier un émetteur fluorescent durant le processus 

d‟amplification. L‟agent fluorescent, le SYBRGreen I, est un agent intercalant qui se lie à l‟ADN 

double-brin lors des phases d‟hybridation et d‟élongation de la PCR. Durant l‟étape d‟élongation, une 

augmentation du signal d‟émission est associée à la quantité de SYBRGreen I se fixant à l‟ADN 

double-brin naissant. 

Les concentrations en ADNc ont été quantifiées par spectrophotométrie.  

Les qPCR des gènes aioA and ARNr 16S ont été réalisées comme décrit par Quéméneur et al (2010). 

I I . 3 .  R é s u l t a t s  e t  d i s c u s s i o n  
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Pour rappel, les hypothèses initialement émises pour expliquer un effet potentiel de la matière 

organique sur la vitesse d‟oxydation de l‟arsenic sont (1) que les bactéries utiliseraient 

préférentiellement la matière organique comme source d‟énergie par rapport à l‟AsIII, (2) que l‟AsIII 

serait moins biodisponible en présence de matière organique, et (3) que la vitesse globale d‟oxydation 

serait plus faible parce que le système Ars de résistance, consommateur d‟énergie, serait stimulé par la 

matière organique. Dans un premier temps, l‟influence directe de substrats organiques sur l‟expression 

du gène aioA a été explorée, permettant ainsi de progresser dans l‟évaluation des deux premières 

hypothèses. L‟étude de cinétiques d‟oxydation de l‟AsIII par des cellules placées dans différentes 

conditions a ensuite permis d‟acquérir des informations concernant l‟hypothèse (2) focalisée sur l‟effet 

de la matière organique sur la biodisponibilité de l‟AsIII. 
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 E x p r e s s i o n  d u  g è n e  a i o A  p e n d a n t  l a  c r o i s s a n c e  II.3.1.
d e s  b a c t é r i e s  e n  p r é s e n c e  d e  7 5  m g . L - 1  d ‟A s I I I  

La Figure 13 montre que l‟expression du gène aioA par T. arsenivorans n‟est détectable qu‟en début 

de croissance et d‟oxydation de l‟AsIII. Cette expression est plus élevée en présence de 0,2 g.L-1 

d‟extrait de levure que de 1 g.L-1 d‟extrait de levure. Le maximum d‟expression à T24 h correspond à 

environ 60 mg.L-1 d‟AsIII oxydé. 

Figure . (A) Courbe de croissance de T. arsenivorans en présence de deux concentrations en 
extrait de levure et histogramme représentant les ratios ARN aioA/ADN aioA ; à 0,2 g.L -1 
(orange) et 1 g.L -1 (bleu) ; (B) Evolution de la concentration en AsV dans les cultures en 
présence de 0,2 et 1 g.L-1 d‟extrait de levure.   
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La Figure 14 montre une expression du gène aioA par H. arsenicoxydans détectable sur toute la durée 

de l‟expérience, cependant l‟expression maximale est détectée, comme avec T. arsenivorans, en début 

de croissance et d‟oxydation de l‟AsIII. L‟expression est également plus élevée pour la concentration 

en extrait de levure la plus faible. 

 

Figure . (A) Courbe de croissance de H. arsenicoxydans en présence de deux concentrations 
en extrait de levure et histogramme représentant les ratios ARN aioA/ADN aioA ; à 0,2 g.L -1 
(orange) et 1 g.L -1 (bleu) ; (B) Evolution de la concentration en AsV dans les cultures en 
présence de 0,2 et 1 g.L -1 d‟extrait de levure. 

Le maximum d‟expression est obtenu à 5 h, correspondant à 20-30 mg.L-1 d‟AsIII oxydé. Pour les 

deux souches bactériennes, l‟expression est importante en début de croissance. L‟expression est faible 

en fin de croissance. 

Pour les deux souches, dans la phase d‟expression du gène aioA, cette expression est plus forte à 0,2 

qu‟à 1 g.L-1 d‟extrait de levure. 
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Jusqu‟à présent, le seul facteur étudié ayant une influence sur l‟expression du gène aioA était la 

présence et la concentration en arsenic III ou V. L‟expression du gène aioA est induite par la présence 

d‟As chez la plupart des bactéries oxydant l‟AsIII (Slyemi & Bonnefoy, 2012). Cependant, chez 

quelques souches, l‟expression du gène a également été observée en absence d‟arsenic : Thiomonas sp. 

3AS (Duquesne et al, 2008), Ralstonia sp. 22 (Lieutaud et al, 2010) et Agrobacterium tumefaciens 5A, 

souche pour laquelle l‟oxydation de l‟AsIII semble régulée par quorum sensing en fin de croissance 

(Kashyap et al, 2006), ainsi que pour certaines souches de Pseudomonas (Poirel et al, 2013). 

L‟expression de gènes appartenant à l‟opéron aio serait liée à la présence d‟AsIII et à l‟expression de 

gènes impliqués dans la mobilité chez H. arsenicoxydans (Koechler et al, 2010). La présente étude 

montre pour la première fois un effet d‟un apport de matière organique dans le milieu de croissance 

sur l‟expression du gène aioA lié à l‟oxydation bactérienne de l‟AsIII. 
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 E x p é r i e n c e s  à  2  m g . L - 1  d ‟A s I I I .   II.3.2.

Ces expériences ont été conçues afin d‟obtenir des résultats dans des conditions plus proches de celles 

des sols.  

II.3.2.1. Concentration en matière organique identique dans le 
milieu de croissance et dans le milieu de cinétique. 

Une diminution de la vitesse d‟oxydation de l‟AsIII est observée lorsque la concentration en substrat 

dans le milieu augmente. Ceci est observé pour les deux souches, à la fois avec des substrats simples et 

avec l‟extrait de levure qui est un substrat complexe (Figure 15). 

Figure . Vitesse spécifique d'oxydation d'AsIII par les souches pures à concentration 
cellulaire normée, et à 2 mg.L-1 d'AsIII en présence de 0,05 ; 0,2 et 1 g.L -1 de source 
carbonée. (A) T. arsenivorans ; (B) H. arsenicoxydans  
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II.3.2.2. Effet de la nature et de la concentration en substrat 
organique pendant la croissance des deux souches sur leurs 
activités ultérieures d‟oxydation de l‟AsIII. 

Pour rappel, le milieu dans lequel les cellules sont mises en suspension pour la cinétique d‟oxydation 

de l‟AsIII ne contient pas de matière organique au cours de l„expérience. Une diminution de la vitesse 

d‟oxydation de l‟AsIII est observée lorsque la concentration en substrat dans le milieu de croissance 

des bactéries augmente. Ceci est encore observé pour les deux souches, à la fois avec des substrats 

simples et avec l‟extrait de levure qui est un substrat complexe (Figure 16). 
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Figure . Vitesses spécifiques d‟oxydation de l‟AsIII à 2 mg.L -1 d‟AsIII par T. arsenivorans 
et H. arsenicoxydans en présence (A) d‟extrait de levure et (B) de substrats simples, 
pendant la pré-culture. 
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Le Tableau 3 montre l‟effet de la matière organique pendant la cinétique d‟oxydation de l‟AsIII 

(variation observée entre la vitesse à 0 g.L-1 de substrat ajouté dans le milieu de cinétique et la vitesse 

à 0,2 g.L-1 de substrat ajouté dans le milieu de cinétique). Un effet négatif est observé avec l‟extrait de 

levure (substrat complexe), mais pas avec les substrats carbonés simples (succinate et acétate), avec 

lesquels l‟effet est soit nul, soit positif. 

Tableau . Evolution de la vitesse spécifique d‟oxydation de l‟AsIII entre la condition « 0 
substrat organique » et la condition « 0,2 g.L -1 de substrat organique » pendant la cinétique 
d‟oxydation, à différentes conditions de pré-culture. 

Souche Condition de pré-culture 
Effet du substrat organique présent dans le milieu 

au moment de la cinétique : variation en % 
de la condition 0 à la condition 0,2 g.L-1 

T. arsenivorans Extrait de levure 0,05 -13,6 
T. arsenivorans Extrait de levure 0,2 -39,1 
T. arsenivorans Extrait de levure 1 -17,7 
T. arsenivorans Succinate 0,05 +7,3 
T. arsenivorans Succinate 0,2 +3,0 (NS) 
T. arsenivorans Succinate 1 +26,3 

H. arsenicoxydans Extrait de levure 0,05 -25,9 
H. arsenicoxydans Extrait de levure 0,2 -17,9 
H. arsenicoxydans Extrait de levure 1 -10 
H. arsenicoxydans Acétate 0,05 -11,5 (NS) 
H. arsenicoxydans Acétate 0,2 ND 
H. arsenicoxydans Acétate 1  +106,1

ND : non déterminé (pas d‟oxydation de l‟AsIII observée) 
NS : variation non significative (par recouvrement des barres d‟erreur sur écarts-type) 
 

Effet négatif La présence du substrat dans le milieu pendant la cinétique a un effet négatif sur la 
vitesse d’oxydation de l’AsIII 

Effet positif La présence du substrat dans le milieu pendant la cinétique a un effet positif sur la 
vitesse d’oxydation de l’AsIII 

Ces résultats suggèrent que la matière organique complexe, c‟est-à-dire l‟extrait de levure, aurait un 

effet négatif sur l‟oxydation de l‟AsIII au moment de la cinétique. Ce phénomène pourrait être lié à la 

complexation de l‟AsIII par certains composants de l‟extrait de levure, tels que des groupements 

soufrés d‟acides aminés, qui rendrait l‟As moins biodisponible. Ces réactions de complexation 

n‟auraient pas lieu avec les substrats simples. 

Les vitesses spécifiques d‟oxydation de l‟AsIII obtenues dans le cadre de la présente étude sont du 

même ordre de grandeur (Tableau 4) que les Vmax d‟oxydation déterminées pour Variovorax sp. 24 

(Janda & Abbott, 2007) et Agrobacterium albertimagni AOL15 (Salmassi et al, 2002). 
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Tableau . Comparaison des vitesses spécifiques d‟oxydation obtenues dans la présente étude 
et rapportées dans la littérature 

Souche bactérienne V spécifique 
(µg.L-1.min-1.cellule-1) Références 

Comamonas sp. ASR11 3,6 x 10-11 (Das et al, 2014) 
Pseudomonas sp. ASR1 7,35 x 10-11 (Das et al, 2014) 
Variovorax sp. 34 Vmax 8.85 x 10-11 (Janda & Abbott, 2007) 
H. arsenicoxydans 0,5 à 9,5 x 10-10 Présente étude 
Agrobacterium albertimagni AOL15 Vmax 1.36 x 10-10 (Salmassi et al, 2002) 
T. arsenivorans 1 à 3 x 10-9 Présente étude 
Bordetella sp. SPB-24 V max 1.46 x 10-6 (Bachate et al, 2012) 
Variovorax sp. MM-1 V max 9,23 x 10-6 (Bahar et al, 2013) 

Pour les expériences à 2 mg.L-1 d‟AsIII, la durée de la cinétique était courte : la croissance des cellules 

est négligeable sur la durée de la cinétique. La vitesse spécifique d‟oxydation étant plus faible lorsque 

les cellules se sont développées à forte concentration en substrat, il est probable, à la lumière des 

résultats des expériences réalisées à 75 mg.L-1 d‟AsIII, que le taux d‟expression des gènes codant pour 

l‟arsénite oxydase ait été affecté négativement par la matière organique, ce qui aurait eu pour 

conséquence une synthèse d‟arsénite oxydase moins élevée. Plusieurs auteurs ont déjà observé un effet 

de substrats organiques sur l‟activité de bactéries AsIII-oxydantes. Ainsi, Santini et al (2000) ont 

rapporté que la souche AsIII-oxydante NT-26 utilisant l‟AsIII comme source d‟énergie montrait une 

forte activité arsénite oxydase lorsqu‟elle était cultivée sans aucune source de carbone organique, et 

que l‟ajout d‟extrait de levure entrainait une diminution de l‟activité AsIII-oxydante chez cette 

bactérie. 

Bachate et al (2012) ont étudié l‟influence de divers paramètres (température, pH et milieu de 

croissance) sur la vitesse d‟oxydation de l‟AsIII par les cellules bactériennes lavées et remises en 

suspension en présence de 75 mg.L-1 d‟AsIII. Ils ont suivi l‟oxydation de l‟AsIII par ces cellules 

pendant 1 heure. Les souches utilisées par Bachate et al. étaient deux bactéries hétérotrophes 

apparentées du point de vue phylogénétique aux genres Bordetella et Achromobacter.  

Ces auteurs ont observé que les conditions de croissance avaient un effet sur la vitesse d‟oxydation de 

l‟AsIII : cette dernière était maximale quand les souches étaient cultivées en présence de seulement 

0,4 g.L-1 d‟extrait de levure, réduite de 25 à 50 % quand les cellules s‟étaient développées en présence 

de 1 g.L-1 d‟extrait de levure, et diminuée de 85 % quand elles s‟étaient développées avec 0,4 g.L-1 

d‟extrait de levure + 20 mM (1,18 g.L-1) d‟acétate. Bachate et al (2012) ont également observé une 

diminution de l‟activité enzymatique arsénite-oxydase des deux souches avec l‟augmentation de la 

concentration totale en substrats organiques dans le milieu de croissance. Les résultats obtenus au 

cours de la présente étude convergent donc avec ceux de Bachate et al (2012), alors que les souches 

considérées appartiennent à des genres distincts et proviennent d‟environnements très différents : T. 

arsenivorans et H. arsenicoxydans ont été isolées d‟un site minier et d‟une station d‟épuration), les 
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souches de Bachate et al. provenant d‟un sol de jardin. La vitesse d‟oxydation bactérienne de l‟AsIII 

est affectée négativement par la présence de matière organique dans le milieu de croissance. Ce 

phénomène est observé à concentrations en AsIII relativement élevée (75 mg.L-1) et plus faible (2 

mg.L-1), de telles concentrations en arsenic étant couramment détectées dans des eaux souterraines ou 

dans l‟eau interstitielle de sols sur des sites pollués. L‟effet négatif sur l‟oxydation de l‟AsIII est 

observé à la fois avec un substrat complexe (l‟extrait de levure), et des substrats carbonés simples 

n‟apportant pas d‟azote aux bactéries, tels que l‟acétate et le succinate. Il semble donc bien exister un 

lien entre l‟oxydation de l‟arsenic et le métabolisme du carbone ou de l‟énergie chez ces bactéries. 

Plusieurs hypothèses pourraient expliquer l‟effet négatif de substrats organiques sur l‟expression 

d‟aioA et sur la vitesse spécifique d‟oxydation de l‟AsIII par les bactéries. Chez les bactéries capables 

d‟utiliser l‟AsIII comme source d‟énergie, telles NT-26 ou T. arsenivorans, le phénomène pourrait être 

lié à une compétition entre l‟AsIII et la matière organique en tant que substrat énergétique : en 

présence de substrat carboné, les cellules auraient moins besoin de l‟énergie liée à l‟oxydation de 

l‟AsIII, et pour cette raison exprimeraient plus faiblement le gène aioA. Chez les bactéries incapables 

de récupérer de l‟énergie de la réaction d‟oxydation de l‟AsIII (comme H. arsenicoxydans), chez 

lesquelles la capacité à oxyder l‟AsIII est souvent considérée comme un mécanisme de détoxification 

du milieu, il est possible que la présence de substrat organique en forte concentration exerce un effet 

protecteur vis-à-vis de l‟AsIII. Des réactions de complexation pourraient survenir entre l‟As et certains 

composés présents dans les substrats organiques complexes, et ainsi, diminuer la toxicité et/ou la 

biodisponibilité de l‟AsIII. L‟AsIII est reconnu comme susceptible de réagir avec les groupes thiols 

d‟acides aminés soufrés, tels que ceux contenus dans l‟extrait de levure. Enfin, en présence de plus de 

matière organique, les cellules bactériennes disposent de davantage d‟énergie pour produire par 

exemple des molécules organiques telles que les EPS (ou autres molécules telles que des 

exopolymères de nature protéique portant des groupements thiols) qui complexeraient l‟AsIII. Des 

processus proches ont été mis en évidence avec des bactéries produisant des sidérophores dans les sols 

pour mobiliser le chrome et le plomb, du lait écrémé étant fourni aux bactéries inoculées pour accroître 

la production de sidérophores (Braud et al, 2009). Des deux hypothèses initialement formulées pour 

expliquer la plus faible vitesse d‟oxydation de l‟AsIII en présence de matière organique (plus faible 

expression des gènes codant pour l‟arsénite oxydase ou plus forte expression du système de résistance 

Ars) la première semble validée par les résultats de la présente étude : l‟expression du gène aioA est 

impactée négativement par les substrats organiques carbonés. La seconde hypothèse n‟a pas encore pu 

être testée, mais des amorces arsC ont été dessinées dans cette perspective (Annexe 1). 

 

 



Activité AsIII-oxydante de deux souches pures Page 57 
 

I I . 4 .  C o n c l u s i o n s  

Des résultats antérieurs à la présente étude suggéraient un effet négatif de la matière organique sur 

l‟activité d‟oxydation bactérienne de l‟AsIII. Ce travail a confirmé cet effet avec deux souches pures 

présentant des métabolismes contrastés, l‟une utilisant l‟AsIII comme source d‟énergie et l‟autre pas. 

Cette étude montre pour la première fois un effet négatif d‟un substrat de croissance, l‟extrait de 

levure, sur l‟expression du gène aioA. La vitesse d‟oxydation de l‟AsIII est affectée par la présence 

d‟extrait de levure mais également de substrats carbonés simples, présents dans le milieu de croissance 

des bactéries. Ces résultats devront être complétés par la détermination de l‟effet de la matière 

organique sur la complexation de l‟AsIII, et sur l‟expression du gène arsC codant pour la réductase du 

système de résistance Ars, susceptible d‟influencer, parallèlement au système Aio, l‟équilibre de 

spéciation de l‟arsenic inorganique dans les environnements aérés ou micro-aérophiles. 
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I n t rod uc t ion  au  Ch ap i t r e  I I I .   
 

Ce chapitre a été rédigé sous forme d‟article et est en cours de soumission au journal Soil Science 

Society of America Journal. 

Il est consacré à l‟élaboration d‟un mélange synthétique de molécules organiques représentatif de la 

matière organique naturelle des sols. Cette mixture est ensuite utilisée pour les expériences décrites 

dans le Chapitre IV. , afin d‟étudier l‟influence de matière organique complexe mais définie et 

reproductible sur l‟activité AsIII oxydante de microflore de sols pollués. 

Dans les études de laboratoire, l‟amendement en matière organique des sols est communément imité 

soit par des molécules simples qui manquent de représentativité, soit par des matériaux complexes 

naturels qui ne peuvent être reproduits. Pour contrer cela, nous avons défini une mixture synthétique 

standardisée de composés organiques qui miment les matières organiques naturelles des sols.  

La mixture modèle synthétique de matières organiques (SMOM) a été élaborée avec 39 molécules 

organiques définies dont la préparation est décrite dans un protocole détaillé. La mixture a été élaborée 

sur la base de la composition en matière organique naturelle des sols en termes de ratio C/N, diversité 

des sucres et des acides aminés, et du ratio fonctions carboxyliques / fonctions phénoliques à partir des 

données de la littérature et d‟expériences de laboratoire.  

Par cette contribution, une mixture modèle synthétique de matière organique est disponible pour 

étudier à l‟échelle du laboratoire l‟effet d‟amendements organiques sur les communautés microbiennes 

de sols (structure et activité). 

L‟absence de toxicité aigüe de cette SMOM a été vérifiée par le test Microtox® en raison de la 

présence de composés phénoliques susceptibles d‟exercer un effet toxique. La formulation proposée a 

été testée sur quatre sols pollués (Annexe 2).  
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S U M M A R Y   
In laboratory studies, organic matter amendment of soils is commonly mimicked either with single 

molecules, lacking representativeness, or with natural complex materials whose composition cannot be 

reproduced and which may introduce exogenous microorganisms. To counter this we propose the 

determination of a synthetic standardized mixture of organic compounds that mimics natural soils 

organic matter. 

The mixture was designed based on natural soils organic matter composition in terms of C/N ratio, 

diversity of sugars and amino-acids, and carboxylic/phenolic functions ratio based on literature data 

and laboratory experiments.  

Main application of such a standardized model organic mixture is to study, at laboratory scale, the 

effect of organic amendments on soils microbial communities (structure and activities). 

Keywords: Soil, Native organic matter, Synthetic organic compounds, Mimicked complex organic 

matter 
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I I I . 1 .  I n t r o d u c t i o n  
Organic matter is one of the major components of soils interacting with microorganisms and minerals 

(Huang et al., 2005). The impacts of added organic matter on soils bacterial communities or activities 

are usually studied at the laboratory scale using mimicking inputs like glucose or other simple 

substrates (Critter et al., 2001; Reischke et al., 2014). These techniques, however, introduce some bias 

and select adapted microorganisms. For instance, the taxa enriched by addition of single labile 

substrates to soil are restricted to a limited number of bacterial orders phylogenetically clustered, 

including orders Actinomycetales, Enterobacteriales, Burkholderiales, Rhodocyclales, 

Alteromonadales, and Pseudomonadales (Goldfarb et al., 2011; Poirel et al., 2013). Nevertheless, 

laboratory studies are necessary to evaluate the consequences on soil microorganisms of organic 

amendments particularly on polluted sites where the organic compounds may affect the behavior of 

pollutants over the long term and for which the soil bacterial communities are crucial for the soil 

functioning. 

Some authors have designed experiments with mixtures of amino-acids, postulating that organic 

mixtures would activate a more diverse range of micro-organisms than only one type of simple low-

molecular-weight molecules (Mondini et al., 2006, Dungait et al., 2013). Indeed metabolic responses 

(i.e. soil respiration and 13C incorporation in phospholipid fatty acid (PLFA) pattern were shown to be 

greater with complex mixtures than with single molecules (Mondini et al., 2006). Such model 

mixtures composed exclusively of molecules belonging to the same group (amino-acids for example) 

seem, however, too simple to mimic natural organic inputs. 

An alternative to the addition of simple substrates would be to use for laboratory experiments the 

products marketed by the International Humic Substances Society (IHSS), which sells humic and 

fulvic acids extracted from soils. These products are well characterized from a physicochemical point 

of view (elemental composition, acidic functional groups, amino acids and carbohydrate content), but 

their characteristics can be non-constant from one batch to another, introducing a lack of 

reproducibility. Finally, in order to avoid the introduction of exogenous microorganisms in studies 

aiming to assess the impact of amendments on soils bacterial communities, it is better to develop a 

standardized and defined synthetic model mixture of organic compounds (SMOM). This SMOM 

needs to 1) exhibit a certain degree of complexity that mimics natural organic matter and also 2) be 

easily used to study the effect of organic amendments on soil bacterial communities. Its main 

advantage would be its reproducibility, enabling comparison of results between research laboratories.  

The aim of this work was to develop such a standardized synthetic model mixture based on a 

compilation of literature data on soil organic matter and on laboratory experiments.  Here, the design 

and procedure to prepare SMOM are detailed.  
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I I I . 2 .  D e s i g n  o f  t h e  s y n t h e t i c  m o d e l  o r g a n i c  
m i x t u r e  ( S M O M )  

 

The SMOM was designed on the basis of data available on the website of the IHSS (International 

Humic Substances Society, http://www.humicsubstances.org), which makes available the composition 

of its commercialized products (elemental compositions, concentrations of carboxylic and phenolic 

acids, sugar and amino acid contents). 

As the applications of the SMOM are to mimic soil amendments in the laboratory, we wanted to know 

the average concentrations of sugars and amino-acids in humic and fulvic acids of exclusively 

continental soils. Three continental sources of humic substances were selected: Elliott soil (U.S. states 

of Indiana, Illinois, and Iowa), Pahokee Peat soil (Florida Everglades) and Summit Hill (city of 

Christchurch, New Zealand). The first two materials are a grassland soil and agricultural soil 

standards, while the third is a grassland soil reference. 

The average concentrations of amino-acids and sugars were calculated from the seven dry, ash-free 

IHSS samples. These concentrations were kept in the model mixture which therefore contained the 

following molecules: L-arginine (79.43 µmol g-1 dry mixture), L-aspartic acid monopotassium salt 

(81.29 µmol g-1), L-glutamic acid monosodium salt monohydrate (90.14 µmol g-1), glycine (68.14 

µmol g-1), L-histidine (9.38 µmol g-1), L-isoleucine (25.01 µmol g-1), L-leucine (30.37 µmol g-1), 

methionine (7.70 µmol g-1), L-phenylalanine (15.01 µmol g-1), L-serine (53.61 µmol g-1), L-threonine 

(14.71 µmol g-1), L-tyrosine (9.59 µmol g-1), L-valine (55.00 µmol g-1), glucose (56.59 µmol g-1), 

galactose (26.19 µmol g-1), mannose (27.63 µmol g-1), fucose (4.97 µmol g-1), rhamnose (18.11 µmol 

g-1), arabinose (15.24 µmol g-1), ribose (2.46 µmol g-1), xylose (22.47 µmol g-1). 

To obtain the corresponding weights in percentage of dry mixture, refer to Supplementary Material 

SM1. 

Once the concentrations of amino-acids and sugars were known and fixed, C/N and carboxylic 

function/phenolic function ratios were calculated based on averages for IHSS products. The desired 

final concentration in total carbon was determined by calculating the IHSS products' C/N ratio of 

humic and fulvic acids. The total C concentration is equal to 15.51 times the concentration of nitrogen, 

supplied mainly by the amino-acids. 

The average ratio of carboxylic and phenolic groups of the seven IHSS products is 5.14. It should be 

noted that this ratio is one of the criteria traditionally differentiating humic and fulvic acids. Thus, for 

the four humic acids selected here, the average ratio (carboxylic/phenolic functions) of humic 

substances is 4.04 (  0.45), while for the three fulvic acids it is 6.56 (  0.73). 
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Both ratios were respected by adding selected organic acids found naturally in soils to the preceding 

list of amino-acids and sugars. In the final mixture, the concentrations of phenolic and carboxylic 

functions are 2,082 and 361 µM, respectively. 

Strobel (2000) compiled the data contents of phenolic and carboxylic acids of low molecular weight in 

soil solutions and in soil extracts for soils that have been subject to different cultural practices. He 

observed that concentrations of low-molecular-weight carboxylic acids were highest in the upper 

horizons (O and A, representing about 10% of total organic carbon). Di- and tri-aliphatic low-

molecular-weight carboxylic acids (oxalic, malonic, malic, succinic, tartaric, citric, etc.) are present at 

concentrations of about 0-50 mM, while monocarboxylic acid concentrations (formic, acetic, 

propionic, butyric, lactic and valeric) are of the order of 0-1 mM. 

Average concentrations of carboxylic and phenolic acids in soils and their relative proportions were 

calculated from the data collected by Strobel (2000) for the O and A horizons. Nine carboxylic acids 

with the highest concentrations (>1.5%) in various soil solutions and extracts according, to Strobel 

(2000), were selected for the mixture, namely succinic, acetic, propionic, tartaric, valeric, formic, 

citric, oxalic and butyric acids. The percentages of these carboxylic acids found in soil were 

maintained in the mixture, to keep about 94.5% of the natural variety of carboxylic acids in soil. 5.5% 

of the "missing" carboxylic functions were introduced to the mixture as palmitic acid (saturated fatty 

acid with 16 carbon atoms), in order to bring acids with long carbon chains (Table 1). 
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Table 1. Composition of the mixture in organic acids 
 
Acid types Acids Amount of acid to be 

brought 
(µmol g-1 equivalent 
humic substances) 

Number of  
carboxylic and  

phenolic functions 
in the molecule 

Number of  carboxylic  
and  phenolic functions 

brought (µmol g-1 
equivalent humic 

substances) 

Relative 
concentration 
within each 
type of acids 

(%) 

Relative 
concentratio

ns (%) 

Carboxylic Phenolic Carboxylic Phenolic  
Carboxylic 

acids 
succinic acid 709.46 2 0 1,418.92 0 34.08 29.04 
acetic acid 405.73 1 0 405.73 0 19.49 16.61 

propionic acid 164.04 1 0 164.04 0 7.88 6.72 
tartaric acid 158.63 2 0 317.26 0 7.62 6.49 
valeric acid 149.05 1 0 149.05 0 7.16 6.10 
formic acid 124.49 1 0 124.49 0 5.98 5.10 
citric acid 113.46 3 0 340.37 0 5.45 4.64 

butyric acid 102.63 1 0 102.63 0 4.93 4.20 
oxalic acid 39.14 2 0 78.27 0 1.88 1.60 

palmitic acid 115.12 2 0 230.24 0 5.53 4.71 
      Total 100  

Phenolic or 
phenol-

carboxylic 
acids 

gallic acid 90.25 1 3 90.25 270.75 25.00 3.69 

vanillic acid 83.03 1 1 83.03 83.03 23.00 3.40 
4-hydroxy-benzoic 

acid 
54.15 1 1 54.15 54.15 15.00 2.22 

catechin 43.32 0 4 0 173.28 12.00 1.77 
protocatechuic acid 28.88 0 2 0 57.76 8.00 1.18 

ferulic acid 21.66 1 1 21.66 21.66 6.00 0.89 
p-coumaric acid 3.61 1 1 3.61 3.61 1.00 0.15 

rutin 36.1 0 4 0 144.4 10.00 1.48 
     Total 100  
      Total 100 
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Acids with a range of representative functions were added to the mixture in order to increase the 

apparent "complexity" of the proposed mixture and to respect the variety of acids found in soil 

solutions (i.e. aliphatic acids with mono-, di-and tri-carboxylic acid functions, benzoic-like and 

cinnamic-like acids). 

All the phenolic compounds mentioned by Strobel (2000) were used for preparation of the mixture, 

with the exception of catechol which is toxic to numerous bacteria (Rodríguez Vaquero et al, 2007). 

This was replaced by catechin (12% of total phenolics). Phenolic acid concentrations were adapted in 

accordance with their inhibitory concentrations for certain bacteria (Rodríguez Vaquero et al, 2007). 

The "missing" phenolic functions were brought by rutin, at a concentration of 10% of the total of 

phenolic compounds. Rutin is a more complex phenolic compound of the flavonol type. It is supposed 

to mimic the behavior of the lignin compounds, which represent a large part of the phenolic 

compounds naturally present in soils. Lignin is not a molecule of reproducible and defined structure 

and could not be used as such in this mixture. 

I I I . 3 .  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  S M O M  
The majority of chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, except L-glutamine, D-(+)-galactose 

and D-(+)-mannose, which were obtained from Fluka, glycine and L-leucine from Acros Organics, 

and acetic acid from VWR. 

The components of the SMOM necessary to obtain 100 g of “equivalent humic substances” were 

gathered in 3 L of solution (final concentration of 33.3 g L-1). To obtain the corresponding weights of 

each component for 100 g of dry SMOM, refer to Supplementary Material SM1. 

The following methodology was applied to prepare 3 L of SMOM.  

Ten solutions were prepared separately. A solution (1) of sugars and a solution (2) of amino acids 

were prepared in 50 and 850 mL of distilled water, respectively. Tartaric, oxalic, citric and succinic 

acids were dissolved respectively into 15, 10, 10 and 50 mL of distilled water. These acids were mixed 

together and 2.32 mL acetic, 1.224 mL propionic, 1.621 mL valeric and 0.938 mL butyric acids were 

added to this solution to produce a final volume of 120 mL (solution 3). Ten mL of a formic acid 

solution (4) was prepared separately with distilled water. Vanillic acid was dissolved under agitation 

in 1 L of distilled water at 60°C (solution 5). In a fume hood and protected from light, gallic, 

hydroxybenzoic, ferulic and coumaric acids were dissolved in 500 mL of distilled water at 60°C 

(solution 6). Rutin was weighed in a beaker and dissolved gradually with 25 mL NaOH 1M. This 

solution was then transferred to a glass bottle. The beaker was rinsed with 25 mL of ultrapure water. 

The rinse was added to the rutin to obtain solution (7). Catechin and protocatechuic acid solutions 

were prepared by dissolving the products respectively in 25 mL and 10 mL of 95 % ethanol (solution 

8). Palmitic acid was weighed in a glass bottle and dissolved under agitation in 50 mL of 95% ethanol 
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heated to 60°C. The amount of ethanol provided with those solutions did not modify significantly the 

C/N ratio. The bottle was sealed and flushed with N2 for 5 minutes (solution 9). Palmitic acid was then 

sterilized by autoclaving for 40 min at 121°C. Before mixing of all the solutions, palmitic acid had to 

be dissolved again by heating to 60°C. Except for the palmitic acid solution, all the solutions were 

sterilized by filtration at 0.2 µm, and stored at 4°C. All these solutions were mixed together in a 5 L 

beaker, under agitation, protected from light and in a sterile-vented fume hood. The formic acid 

solution (10) was added last. The intermediate bottles were rinsed with distilled water and the rinse 

was added to the final mixture. The pH was adjusted to 6 with 20 mL NaOH 5M (optimum pH value 

for isolated autochthonous bacteria studied) however the pH of the SMOM may be adapted to the 

context of each study. The volume was adjusted to 3 L with distilled water. The SMOM was aliquoted 

under agitation (magnetic stirrer) and stored at -20°C prior to utilization. 

The presence of the different molecules composing the SMOM stored at -20°C was checked with the 

derivatisation method (methoximation and tert-butyldimethylsilylation, Paik and Kim, 2004; Becker et 

al., 2013) for direct analysis by gas chromatography-mass spectrometry (Thermo® TRACE-GCQ 

Polaris). All molecules were still present and no new product resulting from transformation of the 

SMOM was detected.  

I I I . 4 .  C o n c l u s i o n  

A defined and complex mixture of organic substances was designed to share some main properties of 

natural soil organic matter, i.e. C/N ratio, average amino acids and sugars concentration, carboxylic 

and phenolic functions. Such a standardized synthetic organic mixture should be useful in studies of 

the effect of organic amendments on soil bacterial communities‟ structure and activities. We suggest 

its use for laboratory experiments relating to environmental applications such as reclamation of 

degraded and/or polluted sites, or evaluation of the impact of agricultural practices on greenhouse gas 

production. 

This standardized synthetic organic mixture is a draft that may be adjusted as needed depending on 

environmental conditions, or supplemented with more complex molecules depending on the objective 

of the study. For example, the C/N ratio can be modified to promote either bacterial or fungal 

populations, or the pH should be adapted according to applications. 
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S u p p l e m e n t a r y  M a t e r i a l  S M 1 :  C o m p o s i t i o n  o f  t h e  o r g a n i c  c o m p o u n d s  S M O M  ( f o r  3 L  o r  1 0 0  g  
d r y  w e i g h t  o f  m i x t u r e )  

 Formula 
M 

(g mol-

1) 

for 3L concentrated SMOM 
(mmol) 

for 3L concentrated 
SMOM (g) 

dry 
SMO
M (% 
weigh

t) 

L-arginine H2NC(=NH)NH(CH2)3CH(NH2)
CO2H 174.2 7.94 1.384 3.158 

L-aspartic acid monopotassium salt HO2CCH2CH(NH2)CO2H 133.1 8.13 1.082 2.469 
L-glutamic acid monosodium salt 

monohydrate H2NCOCH2CH2CH(NH2)CO2H 146.14 9.01 1.317 3.006 

glycine NH2CH2COOH 75.07 6.81 0.512 1.167 
L-histidine C6H9N3O2 155.15 0.94 0.146 0.332 
L-isoleucine C2H5CH(CH3)CH(NH2)CO2H 131.17 2.50 0.328 0.749 

L-leucine (CH3)2CHCH2CH(NH2)CO2H 131.17 3.04 0.398 0.909 
methionine CH3SCH2CH2CH(NH2)CO2H 149.21 0.77 0.115 0.262 

L-phenylalanine C6H5CH2CH(NH2)CO2H 165.19 1.50 0.248 0.566 
L-serine HOCH2CH(NH2)CO2H 105.09 5.36 0.563 1.286 

L-threonine CH3CH(OH)CH(NH2)CO2H 119.12 1.47 0.175 0.400 
L-tyrosine 4-(HO)C6H4CH2CH(NH2)CO2H 181.19 0.96 0.174 0.396 
L-valine (CH3)2CHCH(NH2)CO2H 117.15 5.50 0.644 1.470 

succinic acid disodium salt hexahydrate HOOCCH2CH2COOH 118.09 70.95 8.378 19.12
0 

acetic acid CH3CO2H 60.05 40.57 2.436 5.560 
propionic acid CH3CH2COOH 74.08 16.40 1.215 2.773 

sodium tartrate dihydrate C4H4Na2O6 · 2H2O 230.08 15.86 3.650 8.329 
valeric acid CH3(CH2)3COOH 102.13 14.91 1.522 3.474 

calcium formate (HCOO)2Ca 130.11 12.45 1.620 3.696 
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citric acid monohydrate dibasic HOC(COOH)(CH2COOH)2 · 
H2O 210.14 11.35 2.384 5.441 

butyric acid CH3CH2CH2COOH 88.11 10.26 0.904 2.064 
oxalic acid HO2CCO2H 90.03 3.91 0.352 0.804 

palmitic acid CH3(CH2)14COOH 256.42 11.51 2.952 6.737 
gallic acid (HO)3C6H2CO2H · H2O 188.13 9.03 1.698 3.875 

vanillic acid HOC6H3(OCH3)CO2H 168.15 8.30 1.396 3.186 
4-hydroxybenzoic acid HOC6H4CO2H 138.12 5.42 0.748 1.707 
(+)-catechin hydrate C15H14O6 · xH2O 290.27 4.33 1.257 2.870 

protocatechuic acid ethyl (HO)2C6H3CO2C2H5 182.17 2.89 0.526 1.201 
trans-ferulic acid HOC6H3(OCH3)CH=CHCO2H 194.18 2.17 0.421 0.960 
p-coumaric acid HOC6H4CH=CHCO2H 164.16 0.36 0.059 0.135 

rutin C27H30O16 · xH2O 610.52 3.61 2.204 5.030 
D-glucose C6H12O6 180.16 5.66 1.019 2.327 

D(+)-galactose C6H12O6 180.16 2.62 0.472 1.077 
D(+)-mannose C6H12O7 181.16 2.76 0.501 1.142 

D(+)-fucose C6H12O5 164.16 0.50 0.082 0.186 
L-rhamnose C6H12O5 · H2O 182.17 1.81 0.330 0.753 

D(-)-arabinose C5H10O5 150.13 1.52 0.229 0.522 
D(-)-ribose C5H10O5 150.13 0.25 0.037 0.084 
D(+)-xylose C5H10O6 151.13 2.25 0.340 0.775 
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I n t rod uc t ion  au  Ch ap i t r e  IV .   

Influence de matières organiques sur l‟oxydation de l‟AsIII 
par la microflore de sols pollués 
 

Ce chapitre est rédigé sous la forme d‟un article publié dans le journal Environmental Geochemistry 

and Health. Il décrit une étude de l‟influence de la matière organique sur la spéciation de l‟As et sur la 

mobilité du métalloïde toxique influencée par l‟activité de microflores globales de sols pollués, ainsi 

que l‟influence des caractéristiques des sols sur la constante de vitesse d‟oxydation microbienne de 

l‟AsIII. 

Les activités globales AsIII oxydantes des microorganismes des sols de surface de sites pollués ont été 

quantifiées avec et sans ajout de substrats organiques complexes. Les substances organiques apportées 

étaient soit de l‟extrait de levure, couramment utilisé dans les milieux de culture biologiques, soit une 

mixture complexe synthétique de matières organiques définies (SMOM) présentant des propriétés 

communes avec la matière organique naturelle des sols. Des corrélations ont été établies entre les 

caractéristiques des sols et les constantes de vitesse d‟oxydation de l‟AsIII et leur évolution en 

fonction des apports en substrats organiques. En absence de substrat ajouté, la constante de vitesse 

d‟oxydation globale de l‟AsIII était corrélée positivement avec la concentration en matière organique 

intrinsèque du sol, suggérant que l‟activité AsIII oxydante était limitée par la disponibilité des 

substrats organiques dans les sols pauvres en nutriments. Cette limitation a été cependant levée par 

0,08 g.L-1 de carbone organique ajouté. Dans la plupart des conditions, la constante de vitesse 

d‟oxydation de l‟AsIII décroissait au fur et à mesure qu‟augmentaient les apports en carbone 

organique de 0,08 à 0,4 g.L-1. Les incubations de sols pollués en condition aérobie, amendées ou non 

avec la SMOM, ont résulté en une mobilisation de l‟As à court terme en présence de SMOM et de la 

microflore active. Par contraste, l‟oxydation de l‟AsIII microbienne semblait stabiliser l‟arsenic 

lorsqu‟aucun substrat organique n‟était ajouté. Les résultats suggèrent que la spéciation microbienne 

de l‟arsenic dirigée par la matière organique exerce une influence majeure sur le devenir de cet 

élément toxique dans les sols de surface. 

Des données complémentaires à l‟article sont présentées en Annexe 4, p. 134. 
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A B S T R A C T  

The global AsIII oxidizing activity of microorganisms in eight surface soils from polluted sites was 

quantified with and without addition of organic substrates. The organic substances provided differed 

by their nature: either yeast extract, commonly used in microbiological culture media, or a synthetic 

mixture of defined organic matters (SMOM) presenting some common features with natural soil 

organic matter. Correlations were sought between soil characteristics and both the AsIII oxidizing rate 

constants and their evolution in accordance with inputs of organic substrates. 

In the absence of added substrate, the global AsIII oxidation rate constant correlated positively with 

concentration of intrinsic organic matter in the soil, suggesting that AsIII oxidizing activity was 

limited by organic substrate availability in nutrient-poor soils. This limitation was, however, removed 

by 0.08 g L-1 of added organic carbon. In most conditions, the AsIII oxidation rate constant decreased 

as organic carbon input increased from 0.08 to 0.4 g L-1. Incubations of polluted soils in aerobic 

conditions, amended or not with SMOM, resulted in short term As mobilization in the presence of 

SMOM and active microorganisms. In contrast, microbial AsIII oxidation seemed to stabilize As when 

no organic substrate was added. Results suggest that microbial speciation of arsenic driven by nature 

and concentration of organic matter exerts a major influence on the fate of this toxic element in surface 

soils. 

Keywords: arsenic, polluted soils, organic matter, microorganisms, AsIII oxidation 
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I V . 1 .  I n t r o d u c t i o n  

High soil concentrations of the toxic element arsenic (As) may be linked to pollution originating from 

mining and industrial activities, long-term application of As-containing pesticides (Smith et al, 1998) 

or to the geochemical background. On polluted mining sites, characterized by high concentrations of 

metal(oid)s and poor fertility, organic amendments are often considered as a means of facilitating 

phyto-stabilization (Galende et al, 2014). In addition, agricultural soils affected by diffuse As pollution 

from pesticides can be fertilized with organic matter (Chantigny et al, 2000; Chantigny et al, 2002; 

Franchini et al, 2001). Many studies have described the geochemical interactions between arsenic and 

organic matter: change of As speciation (Redman et al, 2002), formation of soluble complexes 

(Redman et al, 2002; Saada et al, 2003), competition for sorption sites (Bauer & Blodau, 2006). 

Conversely, organic matter is also a trophic resource for microorganisms but its influence on microbial 

activities linked to As is poorly documented, even though the soil microflora plays a major role in 

geochemical cycles and particularly in As speciation. Bacteria isolated from soils have been shown to 

oxidize AsIII and/or reduce AsV (Bachate et al, 2012; Inskeep et al, 2007; Macur et al, 2004), or to 

methylate this toxic metalloid (Huang et al, 2012). Filamentous fungi isolated from contaminated soils 

are able to reduce AsV and methylate As (Su et al, 2011). Microbial transformations of arsenic in soil 

have important implications because mobility, toxicity and bioavailability of the element are closely 

related to its speciation (Smedley & Kinniburgh, 2002). The global AsIII-oxidizing activity of the 

microflora should tend to reduce the risk of transfer of the toxic element from soil to surface water or 

groundwater.  

Important bacterial mechanisms involved in AsIII/AsV transformations are the ars system, whose 

primary function is detoxification with AsV being reduced by an arsenate reductase ArsC, the aio 

oxidation system through arsenite oxidase, and the arr system of AsV dissimilatory reduction in 

anaerobic conditions (Inskeep et al, 2007). Huang et al (2012) examined the effect of vegetal organic 

amendments on arsenic speciation and volatilization in flooded paddy fields. They observed that 

concentration and type of organic matter had a significant effect on AsIII oxidizing activities and AsV 

reduction via bacterial arsC genes expression. The organic matter amendments stimulated the 

methylation and volatilization of As. Yamamura et al (2009) showed that uncontaminated surface soil 

microflora exhibit both AsIII oxidizing and AsV reducing activities. However, the influence of 

organic matter on the behavior of As-transforming bacteria in unsaturated soils was not described. As 

several studies have suggested that organic substances could lower the efficiency of bacterial arsenic 

oxidation in the presence of oxygen (Bachate et al, 2012; Challan-Belval et al, 2009), there is a need to 

acquire information about the influence of the nature and concentration of organic matter on As 

oxidizing activities in polluted soils. 
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In this context, the present study aimed to determine the influence of organic matters on the AsIII 

oxidizing activity of complete microflora of polluted soils in aerobic conditions. Activity 

measurements made in specific liquid media to evidence the global level of target microbial 

metabolisms are usual: this type of measurement has been proposed to quantify PAH biodegradation 

rate in soils (Kästner & Mahro, 1996), thiosulfate-oxidizing activity in paddy fields (Stubner et al, 

1998), denitrification (Buys et al, 2000), anaerobic oxidation of ammonium (Dapena-Mora et al, 

2007), and FeII oxidizing activity (Senko et al, 2008). In this study, AsIII oxidizing activities were 

monitored in a previously optimized mineral liquid culture medium (Battaglia-Brunet et al, 2002) to 

which two organic substrates differing in their composition, i.e. yeast extract or a synthetic mixture of 

defined molecules (SMOM) were added at two different concentrations. The composition of the yeast 

extract is not defined exactly but is close to that of living cells; it is also a source of vitamins that 

might stimulate the growth of some microorganisms. SMOM is a well-defined complex mixture of 

molecules displaying some of the main characteristics of natural soil organic matter such as C/N ratio 

and supply of phenolic and carboxylic groups that may interact with inorganic soil components. Thus, 

a substrate usually used in microbiology (yeast extract) and an organic amendment designed to present 

common features with natural organic matter (SMOM) were compared in terms of influence on AsIII 

biooxidation in conditions of equivalent organic carbon concentrations. The AsIII oxidizing rate 

constants were correlated with the presence of organic substrates and characteristics of eight polluted 

soils (physico-chemical, structural and biological features). A study was then made of the combined 

influence of microbial activities and amendment with complex organic substrates on the speciation 

and mobilization of intrinsic arsenic in the four most polluted soils.  

I V . 2 .  M a t e r i a l  a n d  m e t h o d s   

 S o i l  s a m p l i n g  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  IV.2.1.

Eight different soils were sampled on three highly polluted sites that could be candidates for the 

application of aided phyto-stabilization. All materials were surface, non-saturated soils (0–15 cm). 

Four different soils were sampled in and around the Cheni disused gold mine site (Limousin; 

45°32'59.90"N, 1°09'39.04"E): in a cultivated field, a meadow, a forest and on the site near the 

arsenic-containing waste dump. Two brownfield soil samples were taken from the Auzon disused 

industrial site (Haute-Loire; 45°23'13.67"N, 3°21'24.32"E) and two brownfield soil samples were 

collected on the Salsigne disused gold mine site (Aude; 43°31‟89.25"N, 2°38‟11.07"E and 

43°31‟52.75"N, 2°38‟73.83"E). The soils were sampled in sterile glass jars, sieved at 2 mm in sterile 

sieves then stored at 5°C in sterile glass jars. Their water content was determined by drying at 50°C 

for 24h. Mineral carbon and carbonates were determined by volumetric method per NF ISO 10693. 

Total carbon was analyzed per NF ISO 10694. After drying and hand grinding in a mortar, total 
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concentrations of As, Pb, Cd, Zn and Fe were determined in the soils using a portable NITON© X-ray 

fluorescence field analyzer (XLT999KWY, bulk mode, counting time 60s). Values for the elements 

Ag, U, Se, Hg, Cu, Ni, Cr and V were below the detection limit. Total As was also analyzed in all soils 

by Atomic Absorption Spectrophotometry after total digestion, per NF EN 13346. AsIII and AsV were 

analyzed by HPLC-ICP-MS after extraction with 10 mL of H3PO4 1M added to 0.4 g of sample and 

microwave heating (Vergara Gallardo et al, 2001) in a closed system at 120°C for 20 min. The 

remaining solution was diluted to 50 mL with ultrapure water and then analyzed with HPLC-ICP-MS, 

using quantification by standard additions to avoid matrix effects. Arsenic species separation was 

performed using an anion exchange column (Hamilton PRPX-100) and a mobile phase of ammonium 

hydrogen phosphate 15 mM at pH 8.5 (Thomas et al, 1997). The percentage of AsIII (%AsIII) was 

calculated as [AsIII]x100/[total As]. Total nitrogen was analyzed by the Kjeldhal method per NF EN 

25663. Granulometry was determined per NF X 31.107, total phosphorus per NF X 31.161, K2 per NF 

X 31.108 and pH per NF ISO 10390. The biodegradability of intrinsic organic matter was studied via 

CO2 emission (soil respiration), per Rey et al (2005). 

Living bacteria were enumerated by microscopy using the Live/Dead® kit (BacLight™ Viability L-

13152 Molecular Probes, Invitrogen) per Pascaud et al (2009). The soils (stored at 5°C) were 

incubated at ambient temperature for 72 h and then suspended at 1% in sodium pyrophosphate and 

agitated reciprocally for 15 min, sonicated 2 x 20 s at 45 kHz. The suspension was settled for 1 min, 1 

mL of the supernatant was then sampled for filtration, application of coloration and observation with a 

Zeiss Axio Imager Z1 microscope equipped with UV HBO lamp. Living bacteria, exhibiting green 

fluorescence with the FITC filter, were enumerated on 10 independent fields (each of 5,800 µm2). 

Average cell concentrations were calculated from volume of sample used and known filter area.  

The characteristics determined for the eight soils samples are detailed in Table 2. 



Influence of organic matters on bacterial AsIII oxidation in soils  Page 76 
 

Table  2. Characteristics of the polluted soils. 
 

(*) Total As analyzed by NITON; (**) AsIII analyzed by HPLC_ICP-MS; (***)AsIII/(AsIII + AsV) analyzed by HPLC_ICP-MS

  Cheni meadow Cheni forest Cheni site Cheni field Auzon 1 Auzon 2 Salsigne ZE1 Salsigne ZE2 
mg kg-1 [As]* 182 617 785 80 3680 358 89 119 
mg kg-1 [AsIII]** 0.6 4.32 23 0 180 0 0 0 

% AsIII*** 0.39 1.22 3.76 0.00 5.75 0.00 0.00 0.00 
mg kg-1 [Cd] 0 0 0 47.99 86.65 0 0 0 
mg kg-1 [Pb] 36 48 67 31 2041 139 36 39 
mg kg-1 [Zn] 110 145 104 76 240 159 83 33 
g kg-1 [Fe] 18 30 24 26 32 29 18 39 

% [K] 1.7 1.1 1.5 1.7 1.9 1.7 0.7 0.9 
% [CaCO3] 0.1 0.1 2.9 0.1 0.1 0.1 14.2 2.9 
% humidity 14 37 34 17 10 16 10 8 
 pH 5.33 4.8 4.91 6.02 5.65 5.7 8.84 9.02 

% clay 11.3 17.1 11.8 12.3 5 9.3 33.3 29.9 
% coarse sand 48.4 26.3 35 29.6 62.4 29.2 25.8 24 
% coarse silt 11.1 2.4 12.2 15.8 9.2 18.6 8.9 18.6 
% organic C 1.69 5.76 1.16 1.16 2.03 2.79 0.76 0.35 

g kg-1 [N] 1.7 6.6 0.6 1.2 1.9 2.6 0.6 0.4 
mg kg-1 [P] 1079 1722 798 1532 1471 1573 288 139 

mM h-1 mol-1 g-1 x10-8 respiration 3.38 8.45 8.27 1.20 2.05 5.01 1.62 2.54 
Bact g-1 x 108 living bacteria 6.31 11.6 4.32 7.28 4.98 10.1 6.17 3.24 
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 A s I I I  o x i d i z i n g  a c t i v i t y  t e s t s  IV.2.2.

The basal culture medium was the CAsO1 medium (pH 6) described in Battaglia-Brunet et al (2002).. 

This was supplemented with 1 mM AsIII. The soils (stored at 5°C) were incubated at 25°C for 72 h 

before starting the tests which were performed in 250 mL Erlenmeyer flasks filled with 100 mL 

medium and plugged with cotton. Each flask was inoculated with a mass of soil equivalent to 0.2 g dry 

weight. Flasks were incubated at 25°C under reciprocal agitation (150 rpm). The flasks were sampled 

(3 mL) twice a day; samples were filtered at 45 µm and frozen at -20°C until AsIII/AsV separation 

was performed. The AsIII oxidation activities were analyzed in (i) simple basal medium, (ii) basal 

medium amended with 0.2 g L-1 or 1 g L-1 of yeast extract (Sigma), and (iii) basal medium amended 

with two concentrations (0.4 g L-1 or 2.1 g L-1 corresponding to equivalent carbon concentrations as 

0.2 and 1 g L-1 of yeast extract, i.e. 0.08 and 0.4 g L-1 of carbon) of a Synthetic Mixture of Organic 

Matter (SMOM, Chapitre III). The SMOM was designed to mimic the average composition of soil 

organic matter in terms of C/N ratio, functional groups, amino-acids and sugars, on the basis of data 

available from the International Humic Substances Society's website (IHSS – 

http://www.humicsubstances.org). It contained the following molecules: L-arginine (3.2% dry weight), 

L-aspartic acid monopotassium salt (2.5%), L-glutamic acid monosodium salt monohydrate (3.0%), 

glycine (1.2%), L-histidine (0.3%), L-isoleucine (0.7%), L-leucine (0.9%), methionine (0.3%), L-

phenylalanine (0.6%), L-serine (1.3%), L-threonine (0.4%), L-tyrosine (0.4%), L-valine (1.5%), 

succinic acid disodium salt hexahydrate (19.1%), acetic acid (5.6%), propionic acid (2.8%), sodium 

tartrate dehydrate (8.3%), valeric acid (3.5%), calcium formate (3.7%), citric acid monohydrate 

dibasic (5.4%), butyric acid (2.1%), oxalic acid (0.8%), palmitic acid (6.7%), gallic acid (3.9%), 

vanillic acid (3.2%), 4-hydroxybenzoic acid (1.7%), (+)-catechin hydrate (2.9%), protocatechuic acid 

ethyl (1.2%), trans-ferulic acid (1.0%), p-coumaric acid (0.1%), rutin (5.0%), D-glucose (2.3%), D(+)-

galactose (1.1%), D(+)-mannose (1.1%), D(+)-fucose (0.2%), L-rhamnose (0.8%), D(-)-arabinose 

(0.5%), D(-)-ribose (0.1%), D(+)-xylose (0.8%). The pH of the mixture was adjusted to that of the 

liquid medium (pH 6). The SMOM concentrations provided the same organic carbon concentration as 

the 0.2 and 1 g L-1 of yeast extract, with 1 g L-1 yeast extract corresponding to 0.4 g L-1 of organic 

carbon (Holwerda et al, 2012). The conditions were therefore 0.08 and 0.4 g L-1 of added organic 

carbon for both yeast extract and SMOM. 

Incubations were performed in triplicate. The following controls were performed: as all experiments 

could not be carried simultaneously, the absence of effect of soil storage at 5°C was verified by 

repeating the test at the beginning and at the end of the study with one of the polluted soils. Abiotic 

AsIII oxidation controls were performed in the absence of soil inoculation and with sterile soils. For 

these latter controls, soils were sterilized by autoclaving four times at 120°C, 1h, at 24 h intervals. 

http://www.humicsubstances.org/
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AsV was quantified by flame atomic absorption spectrophotometry, after AsV/AsIII separation with 

the PDC/MIBK method (Battaglia-Brunet, 2002).  

First order AsIII oxidizing rate constants were determined by linear least squares regression fitting of 

the ln[AsV] versus time line, using the following equation: 

Ln[AsV] = kt + Constant   (1) 

 P r i n c i p a l  C o m p o n e n t  A n a l y s i s  IV.2.3.

Statistical analyses were carried out using the XLSTAT 2014 software (Addinsoft, version 

16.2.01.6189). Pearson correlations were calculated with all soils parameters, and eight independent 

soil parameters – selected as those correlating most strongly with AsIII oxidizing rate constants and 

their ratios (Electronic Supplementary material ESM1) – were subjected to a principal component 

analysis (PCA). Rate constants and their ratios were integrated as supplementary data. 

 S o i l  i n c u b a t i o n s  w i t h o u t  a d d i t i o n  o f  A s I I I  IV.2.4.

The four most polluted soils in terms of As concentration were selected for incubation: Auzon 1, 

Auzon 2, Cheni site and Cheni forest. Experiments were performed in 60 mL flasks with cotton 

stoppers (aerobic conditions). Slurries were prepared by mixing a mass of soil corresponding to 2.5 g 

(dry weight) and 25 mL of spring water (Montcalm, Ca 3 mg L-1, Mg 0.7 mg L-1, Na 2.2 mg L-1, K 0.6 

mg L-1, SO4 10 mg L-1, HCO3 5.2 mg L-1, NO3 0.7 mg L-1, Cl 0.6 mg L-1, pH 6.8). Control blanks 

were prepared with soils sterilized as described in part 2.2. Spring water was autoclaved (120°C, 20 

min). Incubations were performed with and without addition of SMOM at 0.4 g L-1 of organic carbon. 

For each condition (blank and experiment, with and without SMOM), six flasks were prepared. One 

triplicate (T0) was sacrificed after 15 min of incubation and the remaining flasks were incubated for 7 

days at 25°C, under reciprocal agitation (150 rpm). When the incubations were sacrificed, 10 mL of 

slurry were filtered at 0.45 µm; 2.5 mL of this filtrate were used immediately for AsIII/AsV separation 

on resin (Ficklin, 1983), the remainder was acidified with 50 µL HCl 37% for flame AAS analysis of 

total Fe. Separated AsIII and AsV were quantified by graphite furnace AAS (detection limit 20 µg L-

1). Samples of biotic soil slurries were taken after 15 min and 7 days of incubation and stored at -20°C. 

For biomolecular analyses, genomic DNA was extracted from the -20°C stored soil slurries using the 

FastDNA® Spin Kit for Soil (Bio101). The community structure and its evolution were monitored by 

two methods, (1) Capillary electrophoresis–terminal restriction fragment length polymorphism (CE–T-

RFLP) diversity analysis of the 16S rRNA gene, as described by Mercier et al (2013) and (2) Capillary 

Electrophoresis Single-Strand Conformation Polymorphism (CE-SSCP, Delbès et al, 2000). CE-SSCP 

analyses were performed with an ABI Prism 310 genetic analyzer using a 47 cm long capillary, a non-
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denaturating 5.6% CAP polymer (Applied Biosystems). CE-SSCP electrophoregrams were analyzed 

using the StatFingerprints Version 2 software (Michelland et al, 2009). For total bacteria enumeration, 

bacteria were separated from soil particles and from eukaryotes using the methods validated by 

Lindahl and Bakken (1995), Lindahl (1996) and Bertrand et al (2005), including a separation of 

bacteria from soil particles using the Nycodenz gradient method. The final pellet was suspended in 1 

mL of NaCl 0.8%, mixed with 1 mL of absolute ethanol and stored at -20°C. Details about the 

methods are given in the Electronic Supplementary Material ESM4. Bacteria were enumerated after 

fluorescent staining, as described in Kumar et al (2013).  

I V . 3 .  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  

 A s I I I - o x i d i z i n g  a c t i v i t y  i n  r e l a t i o n  t o  IV.3.1.
s o i l  c h a r a c t e r i s t i c s   

Experiments were performed in order to evaluate the influence of some soil characteristics on the 

AsIII oxidizing activity of microbes, with and without added organic matter. Controls showed no 

abiotic oxidation in sterile media nor with autoclaved soils (data not shown). Storage at 5°C did not 

significantly influence the AsIII oxidation rate (Electronic Supplementary material ESM2). The 

kinetics of AsIII oxidation differed between soils. Contrasting kinetics according to nature and 

concentration of added substrates obtained with three soils are shown in Figure 17.  

 
Figure . Evolution of AsV concentration in the AsIII oxidizing tests performed with (a) 
Cheni forest soil, (b) Cheni site soil, (c) Cheni meadow soil  as inocula, in CAsO1 medium 
amended with 1 mM AsIII. Graphs for the other soils are given in ESM3. Error bars 
represent the standard deviation of the mean of three replicates 
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With the Cheni forest soil, high AsIII oxidation rate was obtained without added organic matter 

(Figure 17a). With the Cheni site soil (Figure 17b), results were clearly grouped according to the type 

of organic matter added and the kinetic was slower without added organic matter. With Cheni meadow 

soil (Figure 17c), the higher AsIII oxidizing rates were obtained at 0.08 g L-1 of added organic matter, 

the highest being observed with SMOM. The other kinetics are shown in Electronic Supplementary 

Material ESM3. The time preceding AsIII oxidation varied between 0 and 50 hours, and AsIII was 

entirely oxidized within 200 hours of incubation.  

Many bacteria isolated from soils have been shown to oxidize AsIII (Macur et al, 2004; Inskeep et al, 

2007; Bachate et al, 2012) and AsIII oxidation by complete soil microflora was evidenced by 

Yamamura et al. (2009). The bacterial AsIII oxidation is linked to the expression of aio genes that 

were evidenced in soil bacteria (Huang et al, 2012; Poirel et al, 2013).  

When no organic substance was added to the medium (C0) and according to the PCA with rate 

constants as supplementary variables (Figure 18), the AsIII oxidation rate constant correlated 

positively with organic carbon and humidity.  

 
Figure . Principal Component Analysis of the soil characteristics (circles) with AsIII 
oxidation rate constants integrated as supplementary data (squares)  
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The highest significant Pearson correlation coefficients were obtained between C0 and the intrinsic soil 

organic matter parameters (C, N and respiration) (Table 3). 

When the culture medium was enriched with organic substrates, the rate constants no longer correlated 

with intrinsic soil organic matter parameters (Figure 18 and Table 3), with the exception of a positive 

significant correlation between C0.4 SMOM and the C/N ratio (Table 3).  



Influence of organic matters on bacterial AsIII oxidation in soils  Page 82 
 

Table 3. Pearson correlation coefficients between soil characteristics and the AsIII oxidation rate constants and their ratios. Values in bold are significant for a 
level of significance alpha = 0.05, and the three highest coefficients, for each variable are underlined. IBCF: Indicator of biodegradable carbon fraction (ratio 
respiration/organic carbon concentration). 
 

Variables C0 C0.08 YE C0.4 YE C0.08 SMOM C0.4 SMOM C0/C0.08 YE C0.08/C0.4 YE C0/C0.08 SMOM C0.08/C0.4 SMOM 
[As]* -0.02 0.44 -0.25 0.35 0.34 -0.10 0.35 -0.08 -0.14 
[AsIII]** -0.11 0.37 -0.18 0.32 0.27 -0.18 0.28 -0.17 -0.10 
% AsIII*** -0.02 0.62 -0.28 0.54 0.67 -0.12 0.47 -0.10 -0.28 
[Cd] -0.24 0.11 0.18 -0.19 -0.04 -0.27 -0.07 -0.19 -0.23 
[Pb] -0.12 0.33 -0.17 0.26 0.17 -0.18 0.25 -0.17 -0.05 
[Zn] 0.13 0.55 -0.52 0.19 0.36 0.03 0.61 0.09 -0.39 
[Fe] 0.24 0.17 0.31 0.14 -0.30 0.20 -0.20 0.19 0.60 
clay 0.15 -0.62 0.42 0.10 -0.32 0.26 -0.68 0.10 0.56 
[CaCO3] -0.13 -0.35 0.28 0.27 0.08 -0.06 -0.46 -0.19 0.13 
coarse sand -0.28 0.29 -0.51 0.19 0.25 -0.33 0.57 -0.31 -0.22 
coarse silt 0.66 -0.02 0.10 -0.29 -0.30 0.65 -0.11 0.70 0.17 
humidity 0.61 0.40 -0.29 0.09 0.63 0.53 0.38 0.61 -0.58 
pH -0.23 -0.56 0.57 0.09 -0.50 -0.13 -0.74 -0.27 0.72 
[P] 0.30 0.32 -0.30 -0.45 0.07 0.22 0.41 0.39 -0.64 
[N] 0.88 0.05 -0.45 -0.21 0.04 0.84 0.32 0.90 -0.31 
organic C 0.84 0.17 -0.49 -0.14 0.14 0.78 0.40 0.85 -0.37 
respiration 0.77 0.07 -0.56 -0.19 0.02 0.74 0.41 0.79 -0.31 
C/N -0.31 0.61 -0.05 0.61 0.87 -0.38 0.29 -0.39 -0.37 
IBCF  0.04 -0.33 -0.42 -0.21 -0.19 0.09 0.17 0.06 -0.17 
living bacteria 0.59 0.03 -0.27 -0.44 -0.09 0.56 0.19 0.66 -0.44 

(*) Total As analyzed by NITON; (**) AsIII analyzed by HPLC_ICP-MS; (***)AsIII/(AsIII + AsV) analyzed by HPLC_ICP-MS
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Evolution of the AsIII oxidation rate constants when organic matter was introduced in the medium 

was examined through calculation of the ratio of rate constants, C0/C0.08 and C0.08/C0.4. The evolution of 

these ratios according to soil respiration enlightens the influence of nature and concentration of 

organic matter on AsIII oxidation rate constants (Figure 19).  

 

Figure . Evolution of AsIII oxidation rate constant ratio with soil respiration rate. a: ratio 
C0/C0.08; b: ratio C0.08/C0.4. Open symbols: yeast extract. Closed symbols: SMOM. 
Diamonds: Salsigne ZE2. Small squares: Salsigne ZE1. Small circles: Cheni site. Average 
size circles: Cheni field. Big circles: Cheni meadow. Small triangles: Auzon 1. Big 
triangles: Auzon 2. Big squares: Cheni forest. Error bars represent the standard deviation of 
the ratios calculated with the Taylor expansion method, based on three replicates  

Soil respiration is linked to the intrinsic biodegradable organic matter. The C0/C0.08 ratio is very similar 

for yeast extract and SMOM (Figure 19a), and lower than 1 for all soils with the exception of the 

Cheni forest soil which presents the highest respiration level. Thus, the addition of organic substances 
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at 0.08 g L-1 of organic carbon exerted a positive effect on AsIII oxidation rate constants, except when 

the soil contained enough biodegradable organic matter. These results suggest that the AsIII oxidation 

rate was limited by the availability of organic matter in natural conditions when no organic substrate 

was added to the liquid medium, and this limitation was removed by supplying 0.08 g L-1 of available 

organic carbon, provided by either yeast extract or SMOM. Conversely, the C0.08/C0.4 ratio was higher 

than 1 in all conditions except when yeast extract was added to media inoculated by the four soils with 

the lowest respiration levels (Figure 19b). In all other conditions, increasing the organic substrate 

concentration from 0.08 to 0.4 g L-1 of organic carbon induced a decrease of the AsIII oxidation rate 

constant. But the influence of yeast extract on the AsIII oxidizing rate differed from that of SMOM. 

SMOM exerted a negative effect on AsIII oxidizing rate, more pronounced than that of yeast extract, 

in particular with the soils with lower respiration levels.  

The PCA with ratios as supplementary variables (Figure 20) showed that the C0/C0.08 ratios obtained 

with yeast extract and SMOM are located very close to one another on the graph.  

 

Figure . Principal Component Analysis of the soil characteristics (circles) with the ratios of 
AsIII oxidation rate constants integrated as supplementary data (squares)  
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The positive correlation between C0/C0.08 ratio and intrinsic organic matter concentrations in soils, for 

both types of added organic substrates, is confirmed by the significant values of the correlation 

coefficients (Table 3). Conversely, the C0.08/C0.4 ratio no longer correlated with intrinsic soil organic 

matter, and behaved differently for yeast extract and SMOM (Figure 20). This ratio correlated 

negatively with pH for yeast extract and positively with this parameter for SMOM (Table 3 and Figure 

20). However, these correlations, although significant, were weaker than the positive link between 

C0/C0.08 and the intrinsic organic matter.  

Significant correlations between soils parameters are detailed in Table 4.  
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Table 4. Pearson correlation coefficients between textural, physical, chemical and biogeochemical soil characteristics.  
Values in bold are significant for a level of significance alpha=0.05.  
IBCF: Indicator of biodegradable carbon fraction (ratio respiration/ organic carbon concentration) 
 

 

Variables [As] [AsIII] % AsIII [Cd] [Pb] [Zn] [Fe] clay coarse 
silt 

coarse 
sand CaCO3 

coarse 
silt 

humi-
dity pH [P] [N] org. 

C resp. C/N IBCF 
h-1 

living 
bacteria 

[As] 1 0.991 0.899 0.798 0.979 0.832 0.295 -0.523 -0.365 0.807 -0.260 -0.365 -0.099 -
0.291 0.322 0.084 0.128 -

0.033 0.059 -0.311 -0.195 

[AsIII] 0.991 1 0.874 0.839 0.991 0.779 0.276 -0.480 -0.444 0.824 -0.209 -0.444 -0.207 -
0.207 0.253 -

0.023 0.015 -
0.139 0.043 -0.312 -0.283 

% AsIII 0.899 0.874 1 0.620 0.808 0.696 0.163 -0.534 -0.402 0.733 -0.226 -0.402 0.199 -
0.427 0.217 0.007 0.074 -

0.124 0.434 -0.471 -0.311 

[Cd] 0.798 0.839 0.620 1 0.851 0.583 0.239 -0.502 -0.356 0.678 -0.296 -0.356 -0.293 -
0.175 0.401 -

0.087 
-

0.082 
-

0.237 
-

0.161 -0.354 -0.195 

[Pb] 0.979 0.991 0.808 0.851 1 0.796 0.301 -0.470 -0.415 0.815 -0.217 -0.415 -0.287 -
0.167 0.280 -

0.002 0.030 -
0.103 

-
0.061 -0.245 -0.231 

[Zn] 0.832 0.779 0.696 0.583 0.796 1 0.081 -0.703 -0.165 0.711 -0.368 -0.165 0.102 -
0.575 0.664 0.425 0.495 0.417 -

0.016 0.085 0.310 

[Fe] 0.295 0.276 0.163 0.239 0.301 0.081 1 0.003 0.545 -0.086 -0.421 0.545 -0.112 0.171 0.034 0.143 0.114 -
0.006 

-
0.373 -0.651 -0.103 

clay -0.523 -0.480 -0.534 -0.502 -0.470 -0.703 0.003 1 0.057 -0.658 0.774 0.057 -0.268 0.864 -
0.793 

-
0.237 

-
0.313 

-
0.233 

-
0.111 0.165 -0.229 

coarse 
silt -0.365 -0.444 -0.402 -0.356 -0.415 -0.165 0.545 0.057 1 -0.594 -0.441 1.000 0.441 -

0.151 0.336 0.656 0.619 0.602 -
0.439 -0.166 0.604 

coarse 
sand 0.807 0.824 0.733 0.678 0.815 0.711 -0.086 -0.658 -0.594 1 -0.353 -0.594 -0.213 -

0.415 0.303 -
0.081 

-
0.039 

-
0.106 0.049 -0.055 -0.278 

[CaCO3] -0.260 -0.209 -0.226 -0.296 -0.217 -0.368 -0.421 0.774 -0.441 -0.353 1 -0.441 -0.273 0.695 -
0.697 

-
0.393 

-
0.407 

-
0.326 0.281 0.379 -0.255 

coarse 
silt -0.365 -0.444 -0.402 -0.356 -0.415 -0.165 0.545 0.057 1.000 -0.594 -0.441 1 0.441 -

0.151 0.336 0.656 0.619 0.602 -
0.439 -0.166 0.604 

humidity -0.099 -0.207 0.199 -0.293 -0.287 0.102 -0.112 -0.268 0.441 -0.213 -0.273 0.441 1 -
0.681 0.410 0.599 0.640 0.529 0.398 -0.185 0.463 

pH -0.291 -0.207 -0.427 -0.175 -0.167 -0.575 0.171 0.864 -0.151 -0.415 0.695 -0.151 -0.681 1 -
0.810 

-
0.530 

-
0.599 

-
0.517 

-
0.208 0.064 -0.461 

[P] 0.322 0.253 0.217 0.401 0.280 0.664 0.034 -0.793 0.336 0.303 -0.697 0.336 0.410 -
0.810 1 0.677 0.713 0.652 -

0.253 0.066 0.720 

[N] 0.084 -0.023 0.007 -0.087 -0.002 0.425 0.143 -0.237 0.656 -0.081 -0.393 0.656 0.599 -
0.530 0.677 1 0.991 0.957 -

0.392 0.209 0.842 

org. C 0.128 0.015 0.074 -0.082 0.030 0.495 0.114 -0.313 0.619 -0.039 -0.407 0.619 0.640 -
0.599 0.713 0.991 1 0.963 -

0.298 0.209 0.851 

Respira-
tion -0.033 -0.139 -0.124 -0.237 -0.103 0.417 -0.006 -0.233 0.602 -0.106 -0.326 0.602 0.529 -

0.517 0.652 0.957 0.963 1 -
0.368 0.432 0.909 

C/N 0.059 0.043 0.434 -0.161 -0.061 -0.016 -0.373 -0.111 -0.439 0.049 0.281 -0.439 0.398 -
0.208 

-
0.253 

-
0.392 

-
0.298 

-
0.368 1 -0.236 -0.358 

IBCF h-1 -0.311 -0.312 -0.471 -0.354 -0.245 0.085 -0.651 0.165 -0.166 -0.055 0.379 -0.166 -0.185 0.064 0.066 0.209 0.209 0.432 -
0.236 1 0.483 

living 
bacteria -0.195 -0.283 -0.311 -0.195 -0.231 0.310 -0.103 -0.229 0.604 -0.278 -0.255 0.604 0.463 -

0.461 0.720 0.842 0.851 0.909 -
0.358 0.483 1 
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Living bacteria concentration correlated significantly with respiration, C, N and P, indicating that 

living bacteria concentration was positively correlated with the intrinsic organic matter of the soils. 

However, the correlation between living bacteria and AsIII-oxidizing rate constants parameters did not 

reach the significance level (Table 3), whereas it globally followed the same tendency of correlation as 

that between intrinsic organic matter and AsIII-oxidizing rate constants parameters. This weakness of 

significance may be linked to a variable proportion of living As-transforming bacteria between soils. 

The only parameters that influenced significantly the AsIII-oxidation rates constants and their ratios 

were either linked to organic matter, i.e. N, organic C, respiration and C/N, or pH (Table 3). One of 

the main parameters influencing soil biogeochemistry and microbial activities is pH (Rousk et al, 

2011; Whittinghill and Hobbie, 2012), thus it is not surprising to enlighten an influence of this 

parameter on microbial As-related activities. Concerning specifically the soil organic matter 

properties, their significant influence on the AsIII oxidizing rate without added organic substrate (C0) 

decreased in the following order: total N > organic C > respiration, and the C/N ratio significantly 

influenced the C0.4 SMOM rate constant. These results suggest that microbial As oxidation may be 

limited not only by organic C but also by nitrogen. Thus, nitrogen-rich fraction of soil organic matter 

might influence As-related microbial activities. The C/N ratio in yeast extract is 4.25, whereas it is 

higher in SMOM (15.51) and in intrinsic organic matter of the eight soils (10 to 23). If the global soil 

respiration, linked to the total concentration of biodegradable organic matter, exerted a significant 

influence on AsIII-oxidizing rate constants, the proportion of biodegradable organic substances in soil 

organic matter, expressed as the indicator of biodegradable carbon fraction (ratio respiration/organic 

carbon concentration) was not related to any AsIII-oxidation related parameter (Table 3). 

The soil microbial communities include organisms able to oxidize AsIII and/or reduce AsV (Macur et 

al, 2004), even in unpolluted environments (Yamamura et al, 2009). The AsIII oxidation rate constant 

is thus linked to the global activity of all microorganisms involved in As speciation. The global rate 

constant value should be linked to the following parameters, whose relative contributions have not 

been quantified: the cell density of As-transforming organisms, their physiological state and growth 

rate, and the kinetic parameters of the reactions (maximum rate and Km) for each organism. 

The AsIII-oxidizing activity in the soils also depends on the diversity and density of the different types 

of microorganisms; parameters those themselves depend on the environmental conditions of soils. The 

present study was focused on a global activity test that integrates all these variables. Such global 

activity measurements were developed and applied for other types of soil microbial activities: PAH 

biodegradation rate (Kästner & Mahro, 1996), thiosulfate-oxidizing activity in paddy fields (Stubner et 

al, 1998),  and soil respiration, that integrates CO2 production and consumption (Rey et al, 2005) as we 

integrate here AsIII production and consumption. 
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To date, all AsIII-oxidizing bacteria isolated from soils have been either heterotrophs (Bachate et al, 

2012; Bahar et al, 2013; Macur et al, 2004) or facultative autotrophs (Dong et al, 2014; Garcia-

Dominguez et al, 2008; Inskeep et al, 2007; Santini et al, 2002). The availability of organic substrates 

should therefore favor increase of cell density of AsIII-oxidizing bacteria. This might almost partly 

explain the positive effect of organic matters on the AsIII oxidizing rate constants between 0 and 0.08 

g L-1 of carbon, and the positive correlation of the constant with intrinsic organic matter in the 

without-amendment condition. Conversely, high concentrations of organic substrates may decrease the 

specific AsIII-oxidizing activity of bacteria (Bachate et al, 2012; Challan-Belval et al, 2009), and may 

also stimulate the aerobic AsV reducing activity of soil microorganisms (Yamamura et al, 2009). 

These latter phenomena may explain the decrease in global AsIII-oxidizing rate constants between 

0.08 and 0.4 g L-1 of added organic carbon observed in most of the conditions. In a liquid medium 

containing 0.5 g L-1 yeast extract and 1.8 g L-1 lactate (i.e. 0.92 g L-1 organic C), Yamamura et al 

(2009) observed rapid reduction of 1 mM AsV by unpolluted soil inocula, thus demonstrating the 

presence of active AsV-reducing microorganisms that may influence As speciation simultaneously 

with AsIII-oxidizing ones. Moreover, most AsIII-oxidizing bacteria have both oxidizing and reducing 

systems. In these experiments, different groups of soil microorganisms may have been favored in each 

condition (0, 0.08 and 0.4 g L-1 of added carbon): according to van Gestel et al (1993), autochthonous 

soil microorganisms are adapted to survive in soils containing recalcitrant material, where no abundant 

supply of easily oxidizable substrate occurs. These organisms exhibit K-selected behavior, with 

moderate growth rate and moderate nutrient demands, and are able to use diverse, complex materials 

(Langer et al, 2004; Metting, 1993; Odum, 1969). In contrast, zymogenous organisms show rapid 

growth when high energy-containing nutrients are added to soils (Paul & Clark, 1996), exhibiting r-

selected behavior, characterized by rapid growth rate and use of simple and readily available 

substrates. Individual organisms may exhibit both r- and K-selected behavior, however amendment 

with organic substances should induce a change of behavior in soil microflora. The difference of 

effects exerted by yeast extract and SMOM at 0.04 g L-1 carbon may be related to the distinct 

composition of the two substrates. The r-strategy should be more prevalent in the presence of yeast 

extract than with the SMOM, whose composition includes some molecules that are not easily 

biodegradable, and whose C/N ratio is lower than that of both SMOM and intrinsic soil organic matter. 

 S o i l  i n c u b a t i o n s  w i t h o u t  a d d e d  A s  IV.3.2.

The experiment aimed to evaluate the short term (7 days) influence of amendment with SMOM (0.4 g 

L-1 organic carbon) on the mobility of arsenic present in the four most polluted soils, in relation to 

microbial activity. The incubations remained aerobic throughout the experiment (positive redox 

potential, Electronic Supplementary Material ESM4). Similar tendencies were observed with the four 
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soils. When microbes were alive and without added SMOM, no arsenic was mobilized in the liquid 

phase (Figure 21a).  

 
Figure . Incubations of soils with and without SMOM. (a) Concentrations in total As; (b) 
percentage of AsIII in the aqueous phase. (c) Concentration in total Fe.  

A1: Auzon 1. A2: Auzon 2. S: Cheni site. F:  Cheni forest. White bars: abiotic T0. Light 
gray: abiotic 7 days. Dark gray: biotic T0. Black: biotic 7 days.  
Error bars represent the standard deviation of the mean of three replicates  
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Conversely, in the presence of SMOM, arsenic was solubilized, and this mobilization was significantly 

higher when the microbes were alive than in the abiotic controls. Regarding the speciation of As in the 

liquid phase after seven days of incubation (Figure 21b), AsIII was never detected in the absence of 

SMOM when microbes were alive. Conversely, AsIII was always detected in biotic conditions with 

SMOM, in proportion equivalent to that of the abiotic incubations (but with a higher variability 

between replicates). Present results showed mobilization of arsenic from soils contaminated for 

decades in presence of active bacteria and added organic matter, in aerobic condition. Iron 

concentration was increased by addition of SMOM in the soil slurries (Figure 21c), either in biotic and 

abiotic conditions. This phenomenon was probably linked to the increase of Fe solubility through 

complexation with dissolved organic molecules: as a fact, SMOM contains some organic acids, such 

as citric and oxalic acids, known to chelate iron (Zhang et al, 1985). Whereas Fe concentration 

increased during incubation in biotic conditions, iron concentration always remained lower in biotic 

than abiotic conditions, contrary to total arsenic whose release in solution, with SMOM, was clearly 

higher in biotic than abiotic conditions. Thus, biological reduction of iron does not seem to represent 

the major mechanism inducing As mobilization. The organic molecules present in the SMOM and 

their organic degradation products may have mobilized some As by chemical complexation: arsenite 

and arsenate form aqueous complexes with humic acid and natural organic matter in the presence of 

bridging metals (Redman et al, 2002; Ko et al, 2004; Kim et al, 2015). In addition, SMOM probably 

influenced the microbial speciation of As, either decreasing AsIII-oxidizing activity and/or stimulating 

the AsV-reducing heterotrophs as observed by Yamamura et al (2009) when they incubated 

uncontaminated soils spiked with AsV and glucose. Incubating sediments sampled from a disused 

mine in aerobic conditions, Lee et al (2005) observed bio-stimulation of As mobility by addition of 

acetate and lactate, but not by glucose, and linked the behavior of As to evolution of pH associated to 

the metabolism of organic substrates. Here, pH tended to increase in biotic conditions with SMOM 

(Table ESM4-1), which may have caused desorption of AsV. According to Dixit and Hering (2003), 

sorption of AsV onto iron oxides decreases when pH increases, contrary to AsIII, whose sorption 

should be favored by pH increase within the pH range of present experiments (pH 4.5 to 7.5). Thus, 

increase of pH may explain the increase of total As concentration but not that of AsIII. 

In addition to influencing microbial speciation of As, presence of SMOM might also have exerted a 

priming effect (Hamer & Marschner, 2002), stimulating the biodegradation of the intrinsic organic 

matter of the soils and thus mobilizing some arsenic associated with natural organic matter.  

The bacterial community structure and diversity of the soils amended or not with SMOM were 

assessed. The four soils without added organic matter had a constant bacterial diversity profile 

showing that our incubation procedure alone did not change these characteristics (Figure ESM4-1a). 

When the soils were amended with SMOM, bacterial diversity changed during incubation and 
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converged at the end of incubation for all soils. (Figure ESM4-1b). SMOM did not affect the bacterial 

diversity in the same way for all soils: it was decreased for the two soils that had the highest initial 

diversity, and was maintained or slightly increased for the two soils with lower initial diversity. In 

terms of total bacterial concentration, the mixture induced an increase in the bacterial cell 

concentration with the Cheni Site soil, however, for the other soils, bacterial counts did not differ with 

and without addition of the mixture (Figure ESM4-2). The convergence of the SSCP fingerprint 

profiles for all amended soils may be related to the selective development of bacteria able to 

metabolize the most easily biodegradable compounds of the SMOM, as previously observed by 

Goldfarb et al (2011), or may have resulted from the buffering effect of metabolized SMOM on pH. 

Nevertheless, the amendment of soils with the mixture did not result in the emergence of a few 

dominant species; it allowed the persistence of a diverse bacterial community, and did not 

significantly modify the total bacterial concentration.  

I V . 4 .  C o n c l u s i o n s   

Results suggest that the global AsIII-oxidizing activity of microorganisms in polluted soils is linked to 

availability of biodegradable organic substrates. AsIII oxidation can be stimulated by some input of 

organic matter when the natural organic content of the soil is low; the limitation being already 

removed in the presence of 0.08 g L-1 organic carbon. Higher intakes of organic substances no longer 

stimulate AsIII oxidation and, conversely, may induce short term As mobilization through decrease of 

bacterial AsIII oxidation, stimulation of AsV-reducing organisms and formation of soluble As 

complexes with organic molecules. In most natural conditions, AsV has lower mobility than AsIII and 

the speciation of As in soils therefore influences its mobility. These phenomena should be given 

careful consideration when designing efficient management strategies for highly polluted sites and 

agricultural lands affected by diffuse As contamination. 
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E S M 1 .  C o r r e l a t i o n  ( P e a r s o n )  b e t w e e n  s o i l s  p a r a m e t e r s ,  r a t e  
c o n s t a n t s  a n d  t h e i r  r a t i o s  

The absolute values of Pearson correlation coefficients were summed for the 5 rate constants (C0, C0.08 

yeast extract, C0.4 yeast extract, C0.08 mixture, C0.4 mixture) in Figure ESM1a, and for the 4 ratios 

(C0/C0.08 yeast extract, C0.08/C0.4 yeast extract, C0/C0.08 mixture, C0.08/C0.4 mixture) in Figure ESM1b. 

The sums were represented in decreasing order, and the 8 independent parameters corresponding to the 

highest sums, indicated by arrows, were selected to design the PCA representations. 

Figure ESM1a. Sum of Pearson coefficients (absolute values) between soils parameters and 
the rate constants. Arrows indicate the parameters selected for the PCA presented in Fig ure 
18. 
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Figure ESM1b. Sum of Pearson coefficients (absolute values) between soils parameters and 
the ratios of rate constants. Arrows indicate the parameters select ed for the PCA presented 
in Figure 19. 
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Table ESM1c. Effect of soils parameters on constant rates and their evolution when organic substrates 
are added. 
 

Parameters C0 
C0.08 
YE 

 
C0.08 

SMOM 
C0.4 
YE 

C0.4 
SMOM 

Evolution 
0→0.08 

YE 

Evolution 
0→0.08 
SMOM 

Evolution 
0.08→0.4 

YE 

Evolution 
0.08→0.4 
SMOM 

Soil OM +++     -   --- ---     
%AsIII   ++ +   ++      -   

Zn   +   -       --   
pH   -   + -     ++ -- 
clay   -           ++ - 
K2               -   

coarse sand       -       -   
humidity ++       ++ - --   + 
coarse silt ++         -- --     

P     -           ++ 
Fe                 - 

alive bacteria ++    -     - --   + 

Soil OM: parameters total carbon, organic carbon, nitrogen and respiration 

Red: positive effect, Green: negative effect 
Dark red or Dark green: Pearson coefficient > or = to 0.8 
Medium green or Orange: Pearson coefficient between 0.6 and 0.8 
Light green or yellow: Pearson coefficient between 0.4 and 0.6 
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E S M 2 .  I n f l u e n c e  o f  s o i l  s t o r a g e  

Figure ESM2. Evolution of AsV concentration in the AsIII oxidizing tests performed with 
Cheni Meadow soil after 1 week and repeated after 8 months of storage at 5°C, with yeast 
extract added at 0.4 g L-1 organic C. Blue curve: eight months of storage. Red curve: one 
week of storage 
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E S M 3 .  E v o l u t i o n  o f  A s V  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  A s I I I  o x i d i z i n g  
t e s t s  

 

Figure ESM3. Evolution of AsV concentration in the AsIII oxidizing tests performed with 
(A) Cheni field soil, (B) Auzon 1, (C) Auzon 2, (D) Salsigne ZE1 soil, (E) Salsigne ZE2 
soil. Open circles: no added OM. Squares: yeast extract. Triangles: SMOM. Open symbols: 
0.08 g L-1 organic C. Closed symbols: 0.4 g L-1 organic C. 
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E S M 4 .  C o m p l e m e n t a r y  i n f o r m a t i o n  a b o u t  s o i l  i n c u b a t i o n  e x p e r i m e n t s  

Table ESM4-1.  Initial pH and final pH and Eh values (ref. Ag/AgCl) in the incubations of soils 
Simple: Incubation without any added organic matter; SMOM: Incubations with added Synthetic Mixture of Organic Matters. B1, B2, B3: Blanks with 
autoclaved soils. E1, E2, E3: Experiments with non-sterile soils. 
 

  
Auzon 1 

T0 
pH 

Auzon 1 
T final 

pH 

Auzon 1 
T final 

Eh 

Auzon 2 
T0 
pH 

Auzon 2 
T final 

pH 

Auzon 2 
T final 

Eh 

Cheni 
site T0 

pH 

Cheni 
site  

T.final 
pH 

Cheni 
site 

T final 
Eh 

Cheni 
forest 

T0 
pH 

Cheni 
forest 
Tfinal 

pH 

Cheni 
forest 
T final 

Eh 

Simple B1 4.96 4.86 290 4.91 4.86 289 4.95 5.34 237 4.87 4.79 255 

Simple B2 4.78 4.65 290 4.69 4.65 296 4.89 5.18 232 4.76 4.81 261 

Simple B3 4.83 4.73 289 4.61 4.73 287 4.93 5.22 231 4.62 4.86 266 

Simple E1 4.65 4.99 285 4.78 4.99 291 4.76 4.94 230 4.96 4.75 246 

Simple E2 4.74 5 287 4.56 5 286 4.82 4.95 233 4.88 4.77 251 

Simple E3 4.57 5 293 4.63 5 278 4.68 4.84 234 4.79 4.79 259 

SMOM B1 4.93 5.07 285 4.96 5.07 293 4.94 5.36 228 5.11 4.86 233 

SMOM B2 4.89 5.1 274 4.94 5.1 288 4.96 4.94 229 5.15 4.89 225 

SMOM B3 4.92 5.19 265 5.07 5.19 259 4.91 5.03 225 5.08 4.98 236 

SMOM E1 5.04 7.09 230 5.45 7.09 245 5.11 5.95 213 5.24 6.28 211 

SMOM E2 5.24 7.54 210 5.54 7.54 251 5.15 5.94 214 5.19 6.5 217 

SMOM E3 5.32 7.2 240 5.54 7.2 215 5.05 5.91 204 5.28 6.48 224 



 

 

Details of Methods 

Study of bacterial diversity 

For biomolecular analyses, genomic DNA was extracted from the -20°C stored soil slurries using the 

FastDNA® Spin Kit for Soil (Bio101). 

The population structure and its evolution were monitored by two methods, (1) Capillary 

electrophoresis–terminal restriction fragment length polymorphism (CE–T-RFLP) diversity analysis of 

the 16S rRNA gene, as described by Mercier et al (2013) and (2) Capillary Electrophoresis Single-

Strand Conformation Polymorphism (CE-SSCP, Delbès et al., 2000) on 200 bp of the V3 region of 

16S rRNA genes of members of the bacteria domain, amplified with forward primer w49 (5‟-

ACGGTCCAGACTCCTACGGG-3‟; E. coli position, 331) and reverse primer w34 (5‟-

TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3‟; E. coli position, 533), 5‟ end-labelled with the fluorescent dye 

FAM. 1 µL of diluted PCR product (5−100 fold in nuclease-free water) was added in a mixture of 

18.8 µL of deionized formamide and 0.2 µL of a Genescan LIZ internal standard (Applied 

Biosystems). To obtain single-strand DNA, samples were heat denaturated for 5 min at 95°C, and 

immediately cooled on ice. CE-SSCP analyses were performed with an ABI Prism 310 genetic 

analyzer using a 47 cm long capillary, a non-denaturating 5.6% CAP polymer (Applied Biosystems) 

and the following electrophoresis conditions: run temperature 32°C, sample injection for 5 s at 15 kV, 

data collection for 35 min at 12 kV. CE-SSCP electrophoregrams were analyzed using the 

StatFingerprints Version 2 software (Michelland et al, 2009). 

Bacterial counting  

Bacteria were separated from soil particles and from eukaryotes using the methods validated by 

Lindahl and Bakken (1995), Lindahl (1996) and Bertrand et al., (2005), including a separation of 

bacteria from soil particles using the Nycodenz gradient method. Briefly, soil slurries were centrifuged 

for 10 min at 9,000 rpm, the supernatant was removed and replaced by 20 mL of sodium 

pyrophosphate 0.05 M, pH 8. The flasks were agitated on a reciprocal shaker for 5 min then vortexed 

for 1 min, and placed on ice. This step was repeated three times and the slurries were then centrifuged 

for 15 min at 700 rpm, at 10°C, to remove coarse particles. The sandy texture of the four studied 

materials facilitated the dispersion and the separation of bacterial cells from soil particles. The 

resulting supernatant was centrifuged at 7,500 rpm for 20 min at 10°C. The cells were suspended in 10 

mL of sodium pyrophosphate and delicately placed above the surface of 10 mL OptiprepTM (Axis-

Shield), density 1.3 g mL-1, in a tube, and centrifuged at 14,000 rpm for 45 min at 10°C. The cell ring 

obtained at the aqueous/OptiprepTM interface was carefully recovered and suspended in 15 mL of 

sterile ultrapure water. This suspension was centrifuged at 7,500 rpm for 20 min and the resulting 

pellet was suspended in 1 mL of NaCl 0.8%, mixed with 1 mL of absolute ethanol and stored at -20°C. 
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Bacteria were enumerated after fluorescent staining, as described in Kumar et al. (2013). All counted 

cells presented typical morphology and size of bacteria, and the number of optical fields analyzed 

allowed a sensitivity of ± 0.6 x 108 cells g-1. 

 

Figure ESM4-1. Diversity analysis of the four soils at the start of experiment (regular), after 
seven days (bold) and with SMOM (boxed text). (a) The dendrogram was generated by 
hierarchical cluster analysis using Euclidean distance and Ward‟s algorithm. Heatmap is 
given as a simplified representation of each SSCP profiles where the signal intensity is 
translated into a gradient of greys. (b) The mean of Simpson‟s diversity index (D) was 
represented with standard error. (S) Cheni Site; (F) Cheni Forest; (A1) Auzon 1; (A2) 
Auzon2; (M) addition of SMOM; (T0) start of experiment; (T7) after 7 days of incubation.  

 

 

Figure ESM4-2.  Total bacterial concentration in the four soils, determined by DAPI. (S) 
Cheni Site; (F) Cheni Forest; (A1) Auzon 1; (A2) Auzon2; (T0) start of experiment; (T7) 
after 7 days of incubation 
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Ch ap i t r e  V .   Con c lu s ions  g én é ra l e s  e t  
p e r sp ec t iv es  
La présente thèse portait sur l‟influence de la matière organique sur le statut redox de l‟arsenic lié à 

l‟activité bactérienne dans les sols pollués. Le sujet a été abordé sous différents aspects et à différentes 

échelles: de l’échelle moléculaire et cellulaire jusqu‟à celle des communautés microbiennes de 

sols. Les sols ont d‟abord été utilisés comme inocula de milieux de culture, avant d‟être l‟objet 

d‟expériences d’incubations. Nous avons fait également varier la complexité de la matière 

organique. D‟une molécule simple de type acétate, nous sommes passés à des sources complexes de 

matière organique sous la forme (1) d‟extrait de levure, (2) d‟un mélange complexe de substances 

organiques (SMOM) que nous avons synthétisé de manière à être représentatif des matières 

organiques des sols et contenant 39 composés définis possédant des fonctions chimiques variées et (3) 

de matière organique naturelle contenue dans les sols.  

A l’échelle moléculaire et cellulaire, un effet négatif d‟un apport de matière organique sur 

l‟oxydation de l‟AsIII a été mis en évidence pour deux souches bactériennes, T. arsenivorans et H. 

arsenicoxydans. En présence de 0,2 g.L-1 d‟extrait de levure, la vitesse spécifique d‟oxydation de 

l‟AsIII se trouvait ralentie de 13,6 à 39,1 % pour T. arsenivorans et de 10 à 25,9 % pour H. 

arsenicoxydans, par rapport aux mêmes vitesses calculées sans substrat organique. 

Nous avons observé que les conditions de croissance ont également un effet sur la vitesse d‟oxydation 

de l‟AsIII : cette dernière était maximale quand les souches étaient cultivées en présence de seulement 

0,05 g.L-1 de substrat organique, réduite de 46,2 à 75 % pour T. arsenivorans et H. arsenicoxydans 

respectivement, cultivées en présence de 0,2 g.L-1 de substrat simple, et de 60,0 à 70,0 % quand elles 

s‟étaient développées avec 1 g.L-1 d‟extrait de levure. Alors que la plupart des études réalisées jusqu‟à 

présent mettaient en évidence une régulation de l‟expression des gènes aio par la concentration en 

arsenic, ce présent projet de thèse a établi, pour la première fois, une corrélation entre concentration en 

matière organique dans le milieu de croissance et expression du gène aioA. En présence de 75 mg.L-1 

d‟AsIII initial, l‟expression du gène aioA par T. arsenivorans et H. arsenicoxydans a été maximale 

lorsque la concentration en extrait de levure était la plus faible (0,2 g.L-1).  

L‟étude réalisée avec des souches pures a donc montré que la vitesse d‟oxydation de l‟AsIII est 

affectée par la matière organique, qu‟elle soit présente dans le milieu de croissance ou apportée après 

la croissance des cellules, et cela pour deux concentrations différentes en AsIII (2 et 75 mg.L-1). Des 

effets différents ont été observés avec des substrats simples et un substrat complexe (l‟extrait de 

levure) introduits dans le milieu de cinétique, suggérant une possible interaction entre l‟AsIII et 

certains composés de l‟extrait de levure qui pourraient modifier la forme chimique de l‟As 

interagissant avec les cellules bactériennes. 
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A l’échelle des communautés microbiennes des sols nous avons montré que la constante de vitesse 

d‟oxydation de l‟AsIII est influencée par la nature et la concentration de la matière organique à travers 

la réalisation de tests d‟activité. A faible concentration en matière organique, la constante de vitesse 

semble limitée par le carbone organique intrinsèque du sol, mais cette limitation est levée par un 

apport en matière organique correspondant à 0,08 g.L-1 de carbone. Au-delà de cette concentration, 

l‟ajout de matière organique induit un effet inhibiteur sur la vitesse d‟oxydation microbienne de 

l‟AsIII. Ces expériences ont également montré que la constante de vitesse d‟oxydation de l‟AsIII est 

influencée par plusieurs caractéristiques du sol, tels que la proportion d‟AsIII par rapport à l‟As total, 

le pH, l‟humidité et la texture. 

Des essais d‟incubation ont montré que la microflore totale des sols pollués influence différemment le 

comportement de l‟As en absence et en présence de matière organique ajoutée. Lorsque le sol n‟est pas 

amendé par un substrat organique, la microflore tend à stabiliser l‟As et réduire son transfert de la 

phase solide vers la phase aqueuse. Par contre, lorsqu‟un substrat organique est introduit dans le 

système, l‟activité bactérienne contribue à mobiliser de l‟As du sol pollué vers la solution du sol. 

L‟effet de la complexité et de la nature de la matière organique sur l‟oxydation microbienne de 

l‟AsIII a été prise en compte aux différentes étapes du travail de thèse. Ainsi, des expériences ont 

d‟abord été réalisées avec des substrats simples et n‟apportant pas d‟azote (acétate et succinate) et de 

l‟extrait de levure qui est un substrat complexe mais peu caractérisé et peu représentatif de la matière 

organique naturelle des sols. Les résultats de ces expériences ont suggéré que l‟effet de la MO sur 

l‟activité des microorganismes vis-à-vis de l‟As dans les sols dépendrait à la fois de sa concentration et 

de sa nature. Nous avons alors élaboré un mélange synthétique et complexe de molécules organiques 

(SMOM), dont la composition présente des caractéristiques proches de la matière organique des sols, 

afin d‟étudier de façon reproductible l‟effet de la matière organique des sols sur l‟activité des micro-

organismes vis-à-vis de l‟As. La formulation de cette mixture a été basée sur la compilation de 

données sur la composition de matières organiques naturelles et extractibles de différents types de 

sols. Cette mixture présente un rapport C/N, et une proportion de groupements phénoliques et 

carboxyliques représentative de ces MO naturelles. Nous avons ensuite montré que l‟effet de cette 

SMOM sur l‟activité AsIII-oxydante de la microflore de sols pollués est différent de celle de l‟extrait 

de levure. L‟extrait de levure stimule ainsi l‟oxydation de l‟AsIII à des concentrations auxquelles la 

mixture est inhibitrice. Ces résultats suggèrent que l‟extrait de levure et la mixture pourraient stimuler 

des métabolismes de types différents. L‟extrait de levure stimulerait davantage des organismes de 

métabolisme de type zymogène (stratèges-r), qui ont une croissance plus rapide lorsque la 

concentration en matières organiques est plus élevée (Paul & Clark, 1996), et seraient plutôt impliqués 

dans la dégradation de la matière organique fraîche au stade précoce de minéralisation de la MO. H. 

arsenicoxydans, bactérie hétérotrophe stricte dont la croissance est favorisée lorsque la concentration 
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en matières organiques augmente, aurait donc, dans ce travail, un comportement proche des bactéries 

zymogènes.  

A contrario, la SMOM, dont la composition est proche de celle de la MO des sols, pourrait également 

stimuler des  microorganismes indigènes des sols, adaptés à la survie dans des conditions naturelles de 

très faibles apports en matières organiques (van Gestel et al, 1993). Ces organismes revêtent une 

stratégie d‟adaptation de type -K et seraient plutôt impliqués dans la dégradation de la matière 

organique native du sol. A ce titre, dans notre étude, la bactérie T. arsenivorans, autotrophe 

facultative, pourrait être considérée comme un modèle de bactéries autochtones.  

Le comportement de ces deux microorganismes modèles pourrait  donc permettre d‟approcher le 

comportement des deux stratégies écologiques -r et -K vis-à-vis de l‟arsenic ainsi que leur successivité 

suite à un apport de matière organique. 

De façon plus globale, ce travail a permis de démontrer qu‟un apport de matière organique influence la 

vitesse d‟oxydation de l‟AsIII par des communautés microbiennes de sols pollués, et donc la mobilité 

de l‟arsenic. Les bactéries contribuent à la stabilisation du métalloïde toxique en conditions aérobies et 

en absence d‟un apport de matière organique. Ainsi, dans un sol n‟ayant pas d‟apport de matières 

organiques (zones non végétalisées des sites, et dans la couche de sol non impactée par les systèmes 

racinaires), les bactéries contribuent probablement à stabiliser les polluants inorganiques in situ, tant 

que de l‟oxygène est disponible. Par contre, dans les zones alimentées en matières organiques (sol 

proche de la litière et rhizosphère), les bactéries sont susceptibles de contribuer à la mobilisation de 

l‟arsenic, de façon directe ou indirecte.  

Le présent travail de thèse a permis d‟améliorer la compréhension de l‟effet de la matière organique 

sur la spéciation de l‟As via l‟activité des bactéries au niveau du compartiment microbien (Figure 22).



 

 

Figure . Impact de la matière organique sur la biogéochimie de l‟As dans les sols : apports de la prése nte thèse surlignés en jaune 

 



 

 

L‟ensemble des résultats obtenus au cours de cette thèse montrent que la matière organique a un 

impact fort sur la biogéochimie de l‟As via la structure des communautés microbiennes et leur capacité 

à transformer la spéciation de l‟As, influant ainsi la mobilité du métalloïde dans les sols. 

De travaux complémentaires seront nécessaires pour appréhender de façon complète ces phénomènes 

dans différents contextes, au niveau génétique, au niveau cellulaire et des communautés 

microbiennes, et au niveau des phénomènes biogéochimiques liés aux interactions entre 

compartiment microbien, nature de la MO et compartiment minéral. 

Au niveau génétique, les résultats obtenus sur les gènes aio devront être complétés par la 

détermination de l‟effet de la matière organique sur l‟expression du gène arsC codant pour la 

réductase du système de résistance Ars, susceptible d‟influencer, parallèlement au système Aio, 

l‟équilibre de spéciation de l‟arsenic inorganique dans les environnements aérés ou micro-aérophiles. 

Au cours de cette thèse, des amorces ciblant le gène arsC ont été dessinées mais n‟ont pas pu être 

testées in vitro. Ces amorces pourraient permettre d‟étudier l‟expression du gène arsC (réductase). 

Ceci permettrait de déterminer si la matière organique stimule l‟expression de ce gène et donc la 

réduction de l‟AsV par les deux souches pures T. arsenivorans et H. arsenicoxydans puis d‟évaluer la 

balance réduction/oxydation chez ces deux souches en présence de différentes concentrations en 

matières organiques.  

L‟expression des gènes aioA et arsC pourraient être directement évaluée dans des systèmes plus 

proches de l‟environnement réel  par des méthodes d‟extraction des ARNm des sols. Cette étape 

expérimentale demeure délicate, mais l‟équipe de Huang et al (2012) a obtenu des résultats concernant 

l‟expression de gènes liés à la transformation de l‟arsenic dans les sols de rizière. Si leur méthode 

pouvait être reproduite avec des sols aérés, il serait possible de déterminer quelle peut être l‟influence 

d‟un apport de matières organiques sur l‟expression de ces gènes dans des expériences de laboratoire 

ou sur site. 

L‟influence de la matière organique et en particulier de la SMOM sur l‟évolution de la diversité 

bactérienne fonctionnelle dans les sols pourrait être évaluée en ciblant la diversité des gènes aio et 

arsC par clonage/séquençage ou pyroséquençage.  

Au niveau du compartiment microbien, un apport de SMOM a montré une influence sur la diversité 

des bactéries des sols. Cependant, il n‟a pas été possible de déterminer quelles populations ont été 

stimulées par cet apport. Pour le savoir, des méthodes permettant de détecter les groupes bactériens se 

développant en présence de substrats précis pourraient être appliquées, telles que l‟utilisation de 

traceurs incorporés aux acides nucléiques des microorganismes en croissance, tels que la BrdU, 

analogue de la thymidine marqué (Goldfarb et al, 2011). 
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L‟impact d‟un apport de SMOM sur le nombre de bactéries qui oxydent l‟As pourrait être évalué par 

la méthode du nombre de plus probable (NPP), utilisant des milieux de culture contenant de l‟AsIII. 

L‟oxydation de l‟AsIII dans les cultures positives serait mise en évidence soit par spéciation et 

analyse, soit par la révélation de l‟AsIII complexé avec de la Pyrrolidine dithiocarbamate 

d‟ammonium (PDC) (Battaglia-Brunet et al, 2002), l‟AsIII formant un complexe insoluble avec la 

PDC qui provoque un trouble dans le milieu (Charlot, 1974). 

De façon plus prospective, il serait intéressant de rechercher l‟influence du compartiment « 

champignons filamenteux » sur la spéciation de l‟As. En effet, les champignons représentent un 

groupe microbien important dans les sols, mais leur rôle dans la transformation de l‟arsenic reste peu 

connu. Il semblerait que diverses moisissures soient capables de réduire l‟AsV et de générer des 

espèces méthylées, mais la distribution de ce caractère dans les communautés microbiennes des sols 

n‟est pas connue, et l‟éventuelle activité d‟oxydation de l‟AsIII par les champignons et les archées 

demeure à rechercher.  

Au niveau biogéochimique, d‟autres mixtures de matières organiques que la SMOM pourraient être 

élaborées, qui se rapprocheraient de la composition des exsudats racinaires, par exemple. Ainsi, des 

expériences comparables à celles réalisées au cours de cette thèse permettraient d‟étudier l‟effet 

potentiel de ces exsudats sur la spéciation bactérienne de l‟As à proximité de plantes. Ceci serait utile 

afin d‟estimer l‟impact d‟opérations de phyto-stabilisation de sols pollués, miniers ou industriels, sur 

la mobilité de l‟As. L‟influence de ces différentes mixtures sur le priming effect dans les sols, la 

biodégradation de la matière organique intrinsèque, ainsi que sur l‟activité simultanée des bactéries qui 

transforment l‟As, pourrait être évaluée en mesurant la respiration des sols et l‟évolution de la 

spéciation de l‟As au cours des expériences. 

Afin de se rapprocher encore plus des conditions en sol réel, il serait intéressant d‟extraire des matières 

organiques des sols et de tester l‟impact de la concentration de ces matières organiques naturelles sur 

l‟activité bactérienne totale et AsIII-oxydante sur ces mêmes sols. Pour cela, des protocoles 

d‟extraction de la matière organique naturelle des sols ont déjà été décrits (Jones & Willet, 2006). Lors 

de la réalisation d‟expériences mettant en œuvre des matières organiques complexes (synthétiques ou 

naturelles), il serait pertinent de déterminer quelles molécules sont biodégradées simultanément à la 

croissance des microorganismes et à la transformation de l‟arsenic. 

Un développement analytique ou de la chromatographie d‟affinité devrait être réalisé afin d‟identifier 

les phénomènes de complexation entre les molécules composant les matières organiques utilisées pour 

les expériences (synthétique ou naturelle) et les différentes espèces d‟As, leurs caractéristiques, et 

leurs impacts potentiels sur la mobilité et la toxicité de l‟As. Une telle étude permettrait de mieux 

comprendre comment la matière organique peut influencer les réactions de transformation de l‟As par 
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les bactéries via la régulation de l‟expression des gènes aioA et arsC ou via les interactions directes 

entre les enzymes Aio ou ArsC et les espèces d‟As. Ces études nécessiteraient la mise en œuvre 

d‟études d‟activité enzymatique in vitro. Les activités de ces deux enzymes ont déjà fait l‟objet de 

travaux de ce type (Lieutaud et al, 2010; Martin et al, 2001). 

Enfin, afin de compléter ce travail, il serait également intéressant de suivre l‟effet des amendements 

organiques sur les sols pollués en fonction du temps. En effet, l‟amendement d‟un sol par la matière 

organique complexe est immédiatement suivi de la libération de petites molécules organiques qui sont 

rapidement consommées par les microorganismes du sol, en particulier les microorganismes 

zymogènes dont la croissance est stimulée de façon transitoire et rapide. Les fractions les moins 

biodégradables de la matière organique apportée auront une durée de vie plus longue dans le sol et 

pourront alimenter les bactéries autochtones. Un apport de molécules organiques permet aussi de 

stimuler la biodégradation de la fraction réfractaire de la matière organique intrinsèque du sol par le 

phénomène de priming effect. Il serait important d‟évaluer les interactions entre bactéries et arsenic au 

cours de ces différentes phases, qui peuvent s‟étaler sur plusieurs semaines ou mois.
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An nexe  1  :  D es ign  d‟amo r ces  a rsC  
Après alignement des séquences protéiques ArsC provenant de Thiomonas sp. CB2, Thiomonas sp. 

3As et Herminiimonas arsenicoxydans, deux régions conservées ont été identifiées : l‟une d‟elle est 

longue de 37 acides aminés et débute au 10ème ou au 24ème acide aminé, tandis que la seconde, longue 

de 48 acides aminés, est située entre les acides aminés 25 et 72 (5).           

Tableau . Exemple de résultats issus de Block Maker à partir des dix séquences arsC 

Block B   
Thiomonas sp. str. 3As arsC1 10 YNVLVLCTGNSARSIMGEGLINTLGKGRFKAYSAGSH 
Thiomonas sp. str. 3As_arsC2a 25-

72 
KSWDSXXLPVTPXXDIVITVCASAAGETCPAYLGPVLRAHWGVDDPAK 

Thiomonas sp. str. 3As_arsC2b 25-
72 

KSWTEFAAPDAPSMDFIFTVCDQAAGEACPAWPGQPITAHWGFADPAA 

Thiomonas sp. CB2_arsC 25-
72 

KSWDEFATPDAPQMDFVFTVCDKAAGETCPIWPGHPMTAHWGFEDPAA 

Herminiimonas arsenicoxydans 
arsC1 

25-
72 

KSWDEYALPDAPKMDFIITVCDNAAGEVCPVWPGQPVSAHWGFEDPAA 

Herminiimonas arsenicoxydans 
arsC2a 

25-
72 

KSWDEFALPDAPHMDIVITVCDSAAGEVCPFWPGQPVSAHWGFEDPAA 

Herminiimonas arsenicoxydans 
arsC2b 

14-
75 

XXXXXKGTPYAELGLDNPQLSDDALIEAMLANPILINRXXXXPFVVAD 

Herminiimonas arsenicoxydans 
arsC3a 

14-
75 

XXXXXKGTPYAELGLGDQKWSDEQLIDFMLQHPILINRXXXXPIVVTP 

Herminiimonas arsenicoxydans 
arsC3b 

25-
72 

KSWDEFVAPGAPVFDFIFTVCDNAAGEACPLWPGKPVSAHWGVPDPAA 

Herminiimonas arsenicoxydans 
arsC4 

25-
72 

KSWDEFAAPDAPHMDFIITVCDNAAGEVCPIWPGHPTSAHWGFEDPAA 

Le motif d‟acides aminés conservé entre les dix séquences protéiques ArsC des trois 
souches peut être représenté par un logo (Figure 23). 

 

 

Figure . Représentation « Logo » des dix séquences protéiques ArsC sélectionnées (généré 
sur le site de Block Maker : http://blocks.fhcrc.org/). 
Deux exemples d‟amorces CODEHOP et les motifs à partir duquel elles ont été dessinées 
sont indiqués. 

     K  S  W  D  E  F  A  T  P 
3‟-ttywsnaccykGCTCAAGCGGTGCGG-5‟  

 

     A  H  W  G  F  E  D  P 
3‟-cgngtraccccGAAGCTGCTGG-5‟ 

 

Motifs 

logo 

http://blocks.fhcrc.org/
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À partir de la deuxième région conservée, deux amorces sens et quatre amorces  anti-sens ont été 

générées par le programme CODEHOP (Figure 24) 

Motif 
Oligo 

     P  G  H  P  N  R  A  H  W  G 
5'-GGCCGGGTCATCCTATGAGngcncaytggg-3' 

Motif 
Oligo 

     G  H  P  N  R  A  H  W  G 
5'-CGGGTCATCCTATGAGGgcncaytgggg-3' 

Motif 
Oligo 

   K  S  W  D  E  F  A  T  P 
3‟-ttywsnaccykGCTCAAGCGGTGCGG-5‟ 

Motif 
Oligo 

   A  H  W  G  F  E  D  P 
3‟-cgngtraccccGAAGCTGCTGG-5‟ 

Motif 
Oligo 

     H  W  G  F  E  D  P  A 
3‟-gngtraccccnvAGCTGCTGGGCCGT-5‟ 

Motif 
Oligo 

   H  W  G  F  E  D  P  A  A 
3‟-gtraccccnvrGCTGCTGGGCCGTCG-5‟ 

Figure . Exemple d‟amorces proposées par le programme CODEHOP et séquences d‟acides 
aminés à partir desquelles elles ont été dessinées 
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An nexe  2 .  Tes t  d e  t ox i c i t é  a igü e  d e  l a  
S MO M 
Acute toxicity assessment was performed in triplicate on the bioluminescent bacteria Vibrio fischeri. The 

experimental procedure was carried out according to ISO Standard 11348-3:1998. Freeze-dried bacterial strain 

was obtained from Strategic Diagnostics, Inc. and stored at -20°C until use. The bioluminescence variation was 

determined using a microtox Analyser M500 (Microbics Corporation, USA). All assays were performed with a 

final NaCl concentration of 2%, as recommended to reach optimal osmotic conditions for V. fischeri. Reliability 

of the method and reagent sensitivity was ensured by determination of Zn2+ toxicity, prior to beginning sample 

tests. IC50 of Zn2+ was measured at 2.2 mg L-1, as per ISO standard. The exposure times chosen were 5, 15 and 

30 minutes.  

An important step for this study was to ensure that the mixture of organic molecules does not exert a toxic effect 

on microbial communities. As phenolic acids, in particular, are potentially toxic for bacteria, it was crucial to get 

a rapid response as to a possible acute toxic effect of the "cocktail" of organic compounds. The bioluminescent 

bacterial strain V. fischeri was chosen as a model, with Microtox® bioassay, an acute toxicity assessment based 

on inhibition of bioluminescence emission. This test is commonly used for a wide range of applications, 

including ecotoxicity, evaluation of toxin-containing samples, industrial effluents, industrial process waters, 

municipal effluents, hazardous wastes, soils, sediments and medical products (Bond and Martin, 2014). The 

Microtox® procedure is thus suitable for complex inorganic and/or organic sample toxicity assessment.  

Results of Microtox® acute toxicity bioassay obtained for the SMOM did not show significant inhibition of 

bioluminescence at any concentration tested (0, 0.09, 0.45, 2.25, 4.5 and 9% volume). 
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An nexe  3  :  Co mp ar a i son  d e s  co mpo s i t i on s  
d e  l ‟ex t r a i t  d e  l evu r e  e t  du  mé lan ge  
syn th é t iqu e  de  ma t i è r e s  o rg an iqu e  (S MO M)  

 Extrait de levure SMOM 
Composition chimique (g pour 100 g) 

azote total 10,7 - 12,2 1,2 
acides aminés 5,2 - 6,7 7,1 

protéines 66,8 - 76,3 7,8 
sucres 2,0 - 6,0 3,0 

Composition en acides aminés 

 g pour 100 g total % des protéines g pour 100 g total % des protéines 
alanine 0,5 8,8 - 
arginine 0,3 5,1 1,4 19,5 

ac. aspartique 0,6 9,9 1,1 15,2 
cystéine 0,1 0,9 - 

glutamine 1,0 16,3 1,3 18,6 
glycine 0,3 4,8 0,5 7,2 

histidine 0,1 2,1 0,1 2,1 
isoleucine 0,3 5,5 0,3 4,6 

leucine 0,5 7,6 0,4 5,6 
lysine 0,5 8 - 

méthionine 0,1 1,4 0,1 1,6 
phénylalanine 0,2 3,7 0,2 3,5 

proline 0,2 4 - 
sérine 0,3 4,6 0,6 7,9 

thréonine 0,3 4,3 0,2 2,5 
tyrosine 0,1 2,4 0,2 2,5 

tryptophane 0,1 1,3 - 
valine 0,4 5,9 0,6 9,1 

Composition en matériaux inorganiques (dans 100 g) 
soufre 0,05 0,02 

potassium 4,5 - 6,8 - 
sodium < 0,4 0,7 

magnésium < 0,1 - 
calcium < 0,1 0,4 

phosphore 1,0 -2,0 - 
Métaux (mg.kg-1 de MS) 

arsenic < 0,50 - 
cadmium < 0,10 - 
mercure < 0,05 - 
plomb < 0,20 - 
sélénium < 0,10 - 
zinc < 90,00 - 

Composition en vitamines (en  mg.kg-1 de MS): 
B1 (thiamine) 100 - 120 - 
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B2 (riboflavine) 80 - 120 - 
B5 (acide pantothénique) 120 - 200 - 

B6 (pyridoxine) 60 - 80 - 
PP (niacine) 900 - 1100 - 

B12 (cyanocobalamine) 
(mg.kg-1) 5 à 15 - 

Composition en acides organiques (g pour 100 g) 
acide oxalique - 0.270 

acide succinique - 6.259 
acide acétique - 1.862 
acide formique - 1.262 
acide citrique - 1.681 
acide tartrique - 2.991 
acide férulique - 0.388 

acide p-coumarique - 0.164 
acide vanillique - 1.345 

acide 4-hydroxybenzoique - 0.691 
acide gallique - 0.941 

acide protocatéchuique - 1.016 
   

catéchine - 0.455 
rutine - 3.663 
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An nexe  4  :  Exp ér i en ces  t émo in s  

1 .  M é t h o d e s  

a .  T é m o i n s  s a n s  s o l  

L‟objectif de cette expérience était de déterminer l‟influence abiotique de substrats organiques (extrait 

de levure et mixture) sur l‟AsV analysé dans le milieu. 

Des milieux stériles ont été préparés avec 10 g d‟extrait de levure, 0,2, 1 et 10 g.L-1 de mixture, tous 

ces milieux contenant 75 mg.L-1 d‟AsIII. La concentration en AsV dans ces milieux a été déterminée à 

T0 et après 15 jours d‟incubation à 25°C en condition statique.    

b .  T é m o i n s  a v e c  s o l  a u t o c l a v é  +  e x t r a i t  d e  
l e v u r e  

Cinq g de chaque sol ont été déposés dans des flacons pénicilline, et autoclavés (120 °C, 40 min) à 4 

reprises, à 24 h d‟intervalle. Entre chaque autoclavage, les sols ont été protégés de la dessiccation par 

du parafilm. Cent millilitres de milieu de culture CAsO1 contenant 0, 1 ou 10 g.L-1 d‟extrait de levure 

ont été inoculés à raison de l‟équivalent en sol autoclavé de 0,2 g de sol sec. 

Ces témoins abiotiques devaient permettre de confirmer que l‟oxydation de l‟AsIII dans les essais était 

bien due à l‟activité de la microflore des sols, et non à des processus abiotiques (adsorption sur les 

particules du sol, oxydation abiotique de l‟AsIII par les matières organiques). L‟expérience a été 

réalisée en triplicat. 

c .  T é m o i n s  a v e c  s o l  a u t o c l a v é  +  m i x t u r e  

Les cinétiques ont été réalisées à une concentration en carbone organique équivalente à celle obtenue à 

0,2 g.L-1 d‟extrait de levure, c‟est-à-dire 0,08 g.L-1 de carbone organique. Cela revient à mettre 12,45 

mL de mixture par litre de milieu normal. 

Les cinétiques ont été réalisées dans des erlenmeyers de 250 mL. Les sols, à raison de 0,2 g de sol 

équivalent sec, ont été pesés dans les erlenmeyers. Les témoins abiotiques ont été préparés pour 

évaluer l‟oxydation de l‟AsIII en présence de sol autoclavé sans microorganisme actif. 

Les erlenmeyers contenant les sols sont autoclavés 4 fois à 120°C pendant 1 heure, à 24 h d‟intervalle. 

Ensuite, 100 mL de milieu stérile contenant 75 mg.L-1 d‟AsIII sont versés dans chaque erlenmeyer.  
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Les prélèvements sont stockés à -20°C pour éviter toute oxydation. Ensuite, les erlenmeyers sont 

incubés 1 semaine à 25°C sous agitation réciproque. Des prélèvements sont effectués à T0 et T7 jours. 

2 .  R é s u l t a t s  d e s  e x p é r i e n c e s  t é m o i n  

a .  T é m o i n s  a b i o t i q u e s  s a n s  s o l   

Les  résultats de l‟expérience abiotique sans sol sont donnés dans le Tableau 6 suivant :      

Tableau . Résultats de l‟expérience abiotique sans sol : concentrations en AsV analysées à t0 et t final. 
 

Milieu AsV mg.L-1 

T0 (non dilué)  

AsV mg.L-1 

T0 (dilué ½) 

AsV mg.L-1 

T final 

Extrait de levure 10 g.L-1 2 9 12 

SMOM 10 g.L-1 32 8 65 

SMOM 1 g.L-1 0 - 10 

SMOM 0,2 g.L-1 0,17 - 2 

Les observations microscopiques (état frais) ont confirmé que tous les flacons sont restés stériles (pas 

de contamination) et pourtant, une oxydation abiotique de l‟AsIII en AsV a été observée, en particulier 

avec 10 g.L-1 de SMOM, dès le prélèvement à T0. Il est possible que la mixture ait oxydé l‟AsIII par 

une réaction chimique, ou bien qu‟elle gène la séparation de l‟AsIII et de l‟AsV par la PDC et la 

MIBK. Pour tester cette hypothèse, une spéciation de l‟arsenic a été réalisée sur des prélèvements 

dilués au ½ dans l‟eau à T0. Avec ces échantillons dilués, la concentration en AsV est moins élevée 

qu‟avec les échantillons purs pour la SMOM. 

Jusqu‟à 1 g.L-1, l‟oxydation abiotique de l‟AsIII par l‟extrait de levure et par la SMOM est négligeable 

par rapport à l‟oxydation en présence de microflore de sols. Par la suite, la concentration maximale 

utilisée au cours des expériences n‟était pas supérieure à 1 g.L-1. 
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b .  T é m o i n s  a b i o t i q u e s  a v e c  s o l  

E n  p r é s e n c e  d ‟e x t r a i t  d e  l e v u r e  
 

La Figure  présente les résultats obtenus avec tous les sols aux trois concentrations en extrait de levure. 

 

Figure . Graphiques obtenus en conditions abiotiques.  
Concentration en extrait de levure : A : 0 g.L-1 ; B : 1 g.L-1 ; C : 10 g.L-1. 

Aucune oxydation n‟a été observée dans les milieux sans extrait de levure. La variation de la 

concentration en AsV n‟est pas significative et correspond au bruit de fond du spectromètre 

d‟absorption atomique. Dans les essais à 1 g.L-1 d‟extrait de levure, une légère augmentation de la 

teneur en AsV a pu avoir lieu après une semaine d‟incubation dans certains sols mais ces valeurs ne 

sont pas réellement significatives. Il pourrait y avoir eu une oxydation de l‟AsIII, de l‟ordre de 3-4 

mg.L-1.  

A 10 g.L-1 d‟extrait de levure, lors d‟une première expérience, certains erlenmeyers étaient contaminés 

et l‟AsIII a été oxydé. Il est probable que des spores de bactéries présentes dans les sols aient résisté 

aux 4 autoclavages précédents et que la forte concentration en extrait de levure ait eu pour effet de les 

réactiver. Un cinquième autoclavage des sols, plus long et à plus haute température (1 h, 130 °C), a été 

réalisé. L‟expérience a été recommencée et cette fois, aucune croissance bactérienne n‟a été détectée 

pendant 7 jours. 

Les résultats de ces expériences témoin à 10 g.L-1 d‟extrait de levure sont présentées Figure C. Dès le 

temps initial, la concentration en AsV se situait entre 5 mg.L-1 et 10 mg.L-1. Cette concentration est 

probablement due à un biais de l‟analyse, à cause de la concentration importante en extrait de levure. 

Après une semaine d‟incubation, l‟une concentration de l‟ordre de 15 à 20 mg.L-1 d‟AsV a été 

mesurée. Il y a donc vraisemblablement eu une oxydation abiotique de l‟AsIII. Néanmoins, cette 

oxydation s‟est produite de façon beaucoup plus lente que celle que nous mesurons couramment dans 

nos essais.  
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La Figure  compare à même échelle, les cinétiques obtenues avec le sol Auzon 2, autoclavé ou non. La 

courbe en bleu présente les résultats obtenus avec un inoculum de sol brut (la concentration en AsV 

atteint environ 75 mg.L-1 en 6 jours). La courbe en noir correspond à la cinétique avec le sol autoclavé 

: la concentration en AsV reste à 0 mg.L-1, sauf pour la condition à 10 g.L-1 d‟extrait de levure pour 

laquelle on suppose qu‟un composant de l‟extrait de levure a pu interagir avec l‟AsIII. Des résultats 

analogues ont été obtenus avec tous les sols. Le mécanisme majoritaire d‟oxydation de l‟AsIII dans 

nos expériences apparait donc d‟origine biologique. Par la suite, les expériences ont été réalisées avec 

1 g.L-1 d‟extrait de levure comme concentration maximale, valeur pour laquelle l‟oxydation abiotique 

de l‟AsIII est négligeable. 

Figure . Graphiques de comparaison entre témoins abiotiques et essais pour le sol Auzon 2. 
Concentrations en extrait de levure A : 0 g.L-1 ; B : 1 g.L -1 ; C : 10 g.L-1. 

E n  p r é s e n c e  d e  m i x t u r e   

Les concentrations en AsV dans les différents milieux incubés en présence des sols ont été 

déterminées à l‟état initial (T0) et à T final, après 7 jours d‟incubation. Les concentrations en AsV à T 

final sont toujours inférieures à 9 mg.L-1 d‟AsV et ne sont pas significativement différentes de celles 

mesurées à T0. L‟oxydation abiotique est donc faible.  

 

  



 

 



 

  



 

RESUME 
La microflore joue un rôle majeur dans la mobilité des éléments métalliques et métalloïdes dans les sols. 
L‟activité bactérienne globale d‟oxydation de l‟AsIII en AsV tend à diminuer la toxicité et la mobilité de 
l‟arsenic (As) dans les sols, cependant l‟effet de la matière organique (MO) sur cette activité n‟a pas été 
déterminé jusqu‟à présent. Il est important de répondre à cette question car sur des sites pollués, un apport de 
MO peut être préconisé dans le cadre d‟opérations 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‟As. 
L‟objectif de ce projet de thèse était donc de quantifier l‟influence de la MO sur la spéciation de l‟As par la 
microflore de sols pollués, et les conséquences de ce processus sur la mobilité du métalloïde. L‟influence de la 
MO sur la spéciation de l‟As a été évaluée (1) au niveau physiologique et moléculaire, sur l‟activité de deux 
souches pures et (2) au niveau global, par l‟évaluation de l‟activité d‟oxydation de l‟AsIII par les communautés 
microbiennes de sols pollués et des incubations de sols. L‟effet de la nature même de la MO a été examiné à 
travers la comparaison de substrats simples et complexes. Les expériences réalisées avec les souches de 
Thiomonas delicata et Herminiimonas arsenicoxydans ont montré un effet négatif de la MO sur la vitesse 
spécifique d‟oxydation de l‟AsIII. L‟extrait de levure (EdL) induit une diminution de  l‟expression du gène aioA 
codant pour la grande sous-unité de l‟arsénite-oxydase permettant l‟oxydation de l‟arsenic, avec les deux 
souches pures. Au niveau plus global des communautés microbiennes de sols, l‟activité AsIII-oxydantes a été 
évaluée sur 8 sols pollués par de l‟As. Les mesures ont été effectuées dans des milieux de cultures contenant 
différentes concentrations de MO. Deux MO complexes ont été comparées : l‟EdL et une mixture synthétique de 
molécules organiques (SMOM) dont la composition a été inspirée par les caractéristiques de la MO de sols réels 
(rapport C/N, contenu en groupes fonctionnels). Des corrélations ont été recherchées entre les caractéristiques 
des sols et la constante de vitesse d‟oxydation de l‟AsIII par la microflore, avec et sans ajout de MO. La vitesse 
d‟oxydation de l‟AsIII par la microflore des sols semble limitée par la MO disponible, et cette limitation est 
levée par un apport de 0,08 g.L-1 de C apporté sous forme d‟EdL ou de SMOM. Lorsque l‟apport de MO s‟élève 
à 0,4 g.L-1 de C, des résultats divergents sont observés : l‟EdL est moins inhibiteur que la SMOM. Enfin, une 
expérience a été réalisée dans le but d‟évaluer l‟influence combinée de l‟activité microbienne et de l‟apport de 
SMOM sur la mobilisation de l‟As présent dans quatre sols pollués, incubés au laboratoire en suspension. Une 
mobilisation dans la phase aqueuse de l‟As présent dans les sols pollués est observée en présence de SMOM et 
de microorganismes actifs. Ce travail de thèse apporte un éclairage sur le rôle important joué par le métabolisme 
de la MO au sein du cycle biogéochimique de l‟As, phénomène devant être pris en compte lors des études visant 
à optimiser la remédiation des sites pollués. 
 
SUMMARY 
The soil microflora plays a major role in the mobilization of metals and metalloids in soils. The global bacterial 
oxidation of AsIII to AsV tends to decrease the toxicity and mobility of arsenic in soils. The effect of organic 
matter (OM) on bacterial AsIII oxidation in presence of oxygen and its potential impact on the behavior of 
arsenic in non-saturated soils has not been determined up to date. However, supply of OM on polluted sites can 
be proposed in the context of a phytostabilization operation. Furthermore, agricultural soils affected by diffuse 
As pollution may be fertilized by organic amendments that could impact arsenic transfer. The objective of the 
present PhD thesis was to quantify the influence of OM on the speciation of As by the polluted soil microflora 
and the consequences of this process on arsenic mobility. The influence of OM on the speciation of As was 
evaluated (1) at the physiological and molecular levels on two pure strains and (2) at global level by AsIII 
oxidation measurements by microbial communities from polluted soils and on soils incubations. The effect of the 
nature of OM was considered through the comparison of simple and complex substrates. The experiments with 
Thiomonas delicata and Herminiimonas arsenicoxydans showed a negative effect of OM on the specific AsIII 
oxidation rate. Yeast extract (YE) induced a decrease of aioA gene (encoding for the big subunit of arsenite 
oxidase responsible for AsIII oxidation) expression with both pure strains. At the level of soils microbial 
communities, AsIII oxidizing activity were measured on 8 As-polluted soils. Measurements were realized in 
culture media containing different concentrations of OM. Two complex OMs were compared: YE and a 
synthetic mixture of organic matters (SMOM) whose composition was inspired from soils OM characteristics 
(C/N ratio and proportion of functional groups). Correlations were searched between soils characteristics and 
AsIII bio-oxidation rate constants with and without added OM. Results indicate that AsIII oxidation rate by the 
soil microflora was limited by available OM and this limitation was removed by the addition of 0.08 g L-1 of 
organic C as YE or SMOM. When the addition of OM reached 0.4 g L-1 of C, divergent results were observed: 
YE was less inhibiting than SMOM. Finally, an experiment was carried out to evaluate the combined influence 
of microbial activity and SMOM addition on As mobilization from polluted soils incubated as slurries at 
laboratory scale. A mobilization of As present in the polluted soils was observed in presence of both SMOM and 
active microorganisms. This PhD thesis enlightens the important role played by OM metabolism within the 
biogeochemical cycle of As, which should be given consideration in the context of polluted site remediation.  
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