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Les micro-organismes jouent depuis plusieurs milliards d’années un réle majeur dans le fonctionnement
chimique de la surface de la Terre en catalysant de nombreuses réactions chimiques. Cet article présente
une synthése d’études réalisées sur des bactéries capables d’oxyder du fer(ll) en I'absence de dioxygeéne et
a pH neutre. Un tel processus peut avoir des implications environnementales via le piégeage de métaux
lourds polluants et/ou pour I'étude du fonctionnement de la biosphere ancienne, notamment lorsque
'atmosphére et les océans n’étaient pas encore oxygénés. La formation de fer(lll) induite par cette oxydation
bactérienne conduit a la précipitation de phases minérales qui encroitent les cellules. Le rayonnement
synchrotron et en particulier I'utilisation de la microscopie des rayons X, en offrant la possibilité de mesurer
et de cartographier le degré d’oxydation du fer et la spéciation du carbone, permet de progresser de maniere
significative dans la compréhension des mécanismes impliqués et de discuter I'impact de ces réactions
biominéralisatrices sur la vie de ces micro-organismes grace a la caractérisation des produits finaux.

Microscopie, rayonnement synchrotron, bactéries, état d’oxydation du fer, biominéralisation.

How some bacteria can oxidize iron in the absence of dioxygen: implications for environmental

Microorganisms have significantly impacted global chemical cycles on the Earth for several billions of years
by catalyzing numerous chemical reactions. This article presents a review of studies performed on bacteria
that can oxidize Fe(ll) in the absence of dioxygen and at neutral pH. Such a process might have major
environmental implications such as trapping of pollutant heavy metals and/or implications for the study of the
ancient biosphere, when oceans and atmosphere were not oxygenated yet. The formation of Fe(lll) induced
by this bacterial oxidation leads to the precipitation of mineral phases that encrust cells. The use of
synchrotron radiation, and in particular X-ray microscopy, by offering the capability to measure and map iron
redox state and carbon speciation allows significant progress on the understanding of the mechanisms
involved. The characterization of final products finally questions the impact of these biomineralizing reactions
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L’implication du vivant dans d’autres processus

fonctionnement chimique de la surface de la Terre : ils
peuvent catalyser de nombreuses réactions impliquant la
quasi-totalité des éléments chimiques du tableau périodique
et représentent une biomasse importante et diversifiée
partout a la surface de la Terre, méme dans les
environnements les plus hostiles [1-2]. Enfin, ils sont présents
sur Terre depuis peut-étre plus de 3,8 milliards d’années (Ga).
Le rble du vivant a été rapidement admis pour des
transformations chimiques d’ampleur globale comme
'oxygénation des océans et de I'atmosphére par la
photosynthése oxygénique il y a environ 2,3 Ga [3-4]. Cette
transformation a conduit & une modification profonde de la
spéciation et de la mobilité de nombreux éléments chimiques
et a induit un tournant décisif dans le cours de I'histoire de
la vie.
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géochimiques a été en revanche plus longue a découvrir,
notamment du fait de notre connaissance trop limitée de
I’extraordinaire biodiversité des micro-organismes. Par
exemple, I'existence de métabolismes bactériens catalysant
'oxydation du fer en conditions anoxiques (absence de
dioxygéne) et en milieu neutrophile (pH=7) n’a été
découverte gu’il y a quinze ans [5]. Certaines bactéries sont
ainsi capables d’utiliser la lumiére pour oxyder le Fe(ll) en
Fe(lll) et réduire le CO, en carbone organique selon une
photosynthése quine produit pas d’O, [5]. D’autres catalysent
I’'oxydation de Fe(ll) couplée a la réduction de nitrates [6].
Cette derniere réaction, thermodynamiquement favorable
dans les conditions de I'environnement, est trés lente en
I’'absence de bactéries. L’existence de tels métabolismes a
plusieurs implications majeures [7] : ces micro-organismes



offrent un premier potentiel de dépollution en réduisant les
nitrates en N,. Le Fe(lll) étant trés insoluble a pH neutre, ces
métabolismes conduisent de plus a la formation d’oxydes et
d’oxyhydroxydes de fer qui piégent par adsorption divers
métaux lourds polluants dans les sols et cours d’eau, offrant
ainsi un potentiel de dépollution supplémentaire [8-10]. Enfin,
I’étude de tels métabolismes bactériens ouvre une fenétre sur
le fonctionnement de la biosphére d’il y a plusieurs milliards
d’années lorsque I'atmosphére terrestre ne contenait pas de
dioxygeéne et que les océans étaient riches en Fe(ll) dissous.

Pourtant notre compréhension du fonctionnement de ces
organismes reste trés imparfaite. Ou I'oxydation se produit-
elle par rapport aux structures cellulaires ? Les cellules
accommodent-elles ou non la production de composés
hautement insolubles, et si oui, comment ? C’est grace a
I’apport unique du rayonnement synchrotron couplé a des
études en microscopie électronique et des approches de
microbiologie que nous avons pu apporter des réponses a
ces questions.

Nous avons utilisé une souche bactérienne isolée a partir
de sédiments lacustres anoxiques, cultivée dans un milieu
contenant des nitrates (10 mM) et du Fe(ll) dissous (5,4 mM).
Ces bactéries dites Gram- ont une paroi composée de deux
membranes phospholipidiques. Un échantillon témoin du
méme milieu non inoculé montre qu’il N’y a pas d’oxydation
du Fe(ll). En revanche, en présence de bactéries, le Fe(ll) est
oxydé entierement en trois jours environ et précipite sous la
forme d’un dépét minéral orangé. Les analyses a I’échelle
macroscopique montrent que la diminution de la concentra-
tion de Fer(ll) en solution est anti-corrélée a ’'augmentation
de biomasse. Bien qu’intéressante, cette approche macro-
scopique ne fournit cependant que peu d’informations sur les
mécanismes impliqués. Pour aller plus loin, nous avons donc
cartographié a I’échelle submicrométrique le Fe(ll) et le Fe(lll)
et observé les relations spatiales avec les cellules.

Le défi méthodologique était important. Une seule
technique permettait de le relever: la microscopie X qui
utilise la lumiére produite par le rayonnement synchrotron
dans le domaine spectral des rayons X de basse énergie
[11]. Il s’agit d’'une microscopie en transmission avec une
résolution spatiale de 25nm qui permet de résoudre
facilement les structures cellulaires (une cellule mesure
environ 500 nm x 1-2 um). Elle permet de plus d’obtenir,
pour chaque pixel d’une image, un spectre d’absorption des
rayons X qui renseigne sur la spéciation des éléments
présents. Il est possible de sonder le seuil K du carbone
(280-320 eV) et d’obtenir ainsi la distribution de différents
polyméres bactériens. Sur les mémes zones, il est aussi
possible de sonder les seuils Ly 3 du fer (700-740 eV) et de
cartographier le Fe(ll) et le Fe(lll). Enfin ces échantillons,
extrémement sensibles a I'oxydation par le dioxygéne de
I’air, peuvent étre étudiés dans des conditions anoxiques
et avec peu de dégats dus a I'irradiation.

Les analyses réalisées a différents temps d’incubation ont
montré plusieurs choses [12-13] : premiérement, une partie
du fer est oxydée au niveau des cellules et conduit a la
précipitation dans les parois bactériennes de phases riches
en fer avec une valence mixte (Fe(ll) et Fe(lll)) dans un premier
temps, puis entierement oxydé (figure 7). Ceci est en accord
avec les travaux des généticiens qui pensent que I’oxydation
du fer est catalysée par des enzymes situées surlamembrane
interne de ces bactéries. De maniere plus étonnante, nous
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avons montré que du Fe(lll) apparaissait aussi a une vitesse
plus lente en dehors des cellules malgré la trés faible solubili-
té du Fe(lll) a pH neutre [13]. Trois hypothéses ont été
proposeées : 1) les cellules exportent du Fe(lll) de leur paroi
vers I'extérieur grace a des molécules complexant le Fe(lll) ;
2) le Fe(lll) du milieu extérieur provient de la lyse de cellules
préalablement encro(itées ; enfin, 3) les cellules produisent un
oxydant diffusible qui oxyde le Fe(ll) loin des cellules. Les
nitrites par exemple, produits par réduction partielle des
nitrates, peuvent oxyder le Fe(ll) trés rapidement.

Nous avons enfin pu montrer en couplant microscopie X
et microscopie électronique en transmission que les cellules
encroltées contiennent des protéines sous forme de globules
encapsulés par les phases minérales riches en fer (figure 2).
La cryomicroscopie électronique en transmission (observa-
tion des échantillons congelés dans la glace amorphe) ainsi
mise en ceuvre s’est révélée trés complémentaire de la micro-
scopie X en offrant des images avec une tres forte résolution
spatiale permettant de visualiser les protéines individuelle-
ment et une excellente préservation de ces structures. En
retour, lamicroscopie X permet d’identifier la nature protéique
de ces structures. Au final, cette observation suggere que les
structures bactériennes ainsi protégées tres finement a
nanoéchelle par des minéraux pourraient résister a la dégra-
dation pendant un long intervalle de temps et fournir un cas
de fossilisation trés précoce. De tels objets offrent ainsi une
opportunité unique de mieux comprendre l'origine et la
nature des fossiles de micro-organismes [14].
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L’analyse par microscopie X de la bio-oxydation du fer
apporte des résultats sans précédents qui complétent et
alimentent les études effectuées par des approches de
génétique et de biochimie. Ces résultats montrent qu’il n’est
pas facile de diagnostiquer I'intervention du vivant par de
simples observations de microscopie « classique ». En effet,
seule une partie du fer oxydé par les bactéries est au final
liée spatialement aux structures cellulaires.

Le recours a la microscopie X synchrotron est
indispensable pour déterminer que I'oxydation du Fe(ll)
intracellulaire et celle du Fe(ll) extracellulaire se font a des
vitesses différentes. Le rayonnement synchrotron par sa trés
grande brillance permet d’obtenir un faisceau fin, focalisable
et monochromatique, apportant une contribution essentielle
a ce sujet et a bien d’autres que nous n’avons pu discuter
ici [15]. Bien sdr, une technique ne peut tout résoudre et
nous avons évoqué la trés intéressante complémentarité
avec d’autres outils comme la microscopie électronique
en transmission.

Plusieurs questions restent ouvertes : les cellules sont-
elles tuées par cette précipitation ? Si oui, le recours a ces
organismes pour dépolluer pourrait alors n’avoir qu’une
efficacité réduite du fait de la durée de vie limitée du systéme.
Nous avons constaté que d’autres micro-organismes
capables de catalyser I'oxydation du Fe(ll) dans les mémes
conditions ne s’encroltent pas et forment uniguement des
précipités extracellulaires [16]. L’aventure scientifique
conduisant a comprendre les différences génétiques entre
ces especes reste donc complétement ouverte.
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