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L'extraction industrielle de métaux à partir de minerais par 
biolixiviation met à profit la faculté d'oxyder le fer de 

Thiobacillus ferrooxidans. L'oxydation du fer fait intervenir 

une chaîne de transfert d'électrons localisée dans le péri­

plasme de la cellule. La caractérisation des protéines d'oxy­
doréduction impliquées, la détermination de leur rôle 

physiologique et les techniques du génie génétique pour­

ront permettre d'améliorer le processus de biolixiviation. 

The commercial extraction of metals from ores by 

microbial leaching turns to account the iron oxidation 
capabilities of Thiobacillus ferrooxidans. The iron oxi­

dation involves an electron transfer chain localized in 

the periplasmic space of the cell. The characteriza­

tion of the redox proteins involved the determination 

of their physiological role, together with genetic engi­
neering programs, could have implications to increa­

se the leaching capacity of these bacteria. 

Le respect de l'environnement apparaît maintenant comme 
une préoccupation essentielle dans les enjeux économiques 
et sociaux d'une société. Cette prise de conscience gran­
dissante se traduit notamment par la volonté de développer 
les biotechnologies et les bic-industries. Parmi celles-ci, 
s'inscrit la biolixiviation dont le devenir s'insère dans un 
triple enjeu : 
- la gestion des ressources naturelles, 
- la protection de l'environnement, 
- la maîtrise de l'énergie. 
La biolixiviation peut être définie comme un procédé bio­
technologique industriel qui permet de valoriser certains 
types de minerais, soit pauvres, soit difficiles à traiter (or, 
cuivre, uranium ... ). Elle met à profit la capacité de certains 
micro-organismes, d'attaquer des composés insolubles et 
de conduire à la mise en solution des éléments qui les com­
posent. 
Le minerai, mis en tas, est arrosé par une solution lixivian­
te (composée de micro-organismes) et le métal est récupéré 
après percolation de la solution. 
Comme pour d'autres procédés biotechnologiques, nos 
ancêtres en avaient fait l'expérience. Des vestiges archée-

logiques montrent que, mille ans avant JC, les peuples du 
pourtour méditerranéen savaient récupérer le cuivre pré­
sent dans les eaux de drainage des mines. Dès le XVIII' 

siècle, la lixiviation était également utilisée en Espagne, pour 
extraire le cuivre dans les mines du Rio Tinto. 
Actuellement, de nombreux groupes industriels, aussi bien 
aux États-Unis qu'en Amérique du Sud et en Europe, s'im­
pliquent financièrement dans les enjeux économiques et 
scientifiques de la biolixiviation. Plus de 10 % du cuivre pro­
duit mondialement est obtenu par ce procédé tandis que des 
essais à grande échelle sont en cours, concernant la récu­
pération de cobalt, d'or ou d'argent. Les minerais sont pré­
traités par les bactéries, de manière à débarrasser les par­
ticules métalliques de leur gangue sulfurée qui les rend inex­
ploitables par cyanuration directe. 
Cette mise en œuvre est peu coûteuse car elle nécessite un 
apport énergétique très réduit par rapport aux exploita­
tions classiques. Elle permet une baisse de prix de revient 
du métal traité et une économie d'énergie. Cette technique 
s'inscrit également dans une politique de protection de l'en­
vironnement. En effet, elle évite l'émission, dans l'atmo­
sphère, de composés sulfurés et toxiques, actuellement pro­
duits dans les exploitations classiques. De plus, elle intervient 
directement dans les procédés de dépollution (élimination 
des composés sulfurés dans les charbons et les pétroles, 
récupération de métaux lourds dans les déchets indus­
triels ... ). 
Toutefois, ces processus sont aussi à l'origine des phéno­
mènes d'acidification des eaux et des sols. 

UNE BACTÉRIE ACIDOPHILE, 
THIOBACILLUS FERROOXIDANS 

Peu de bactéries sont capables de vivre dans des environ­
nements adverses tels que des pH, des températures 
extrêmes ou de très fortes salinités. Certaines eubactéries 
acidophiles sont très bien adaptées à la croissance à des pH 
très bas. L'une d'entre elles, chimiolithotrophe stricte et 
acidophile, Thiobacil/us ferrooxidans, a développé l'une des 
curiosités bioénergétiques de la nature : la vie en milieu 
acide, aux dépens de l'oxydation du fer ferreux et de sulfures, 
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en présence de l'oxygène de l'air. Le fer ferrique, oxydant 

puissant en milieu acide, conduit à la dissolution des sul­

fures et des métaux présents dans les roches et minerais. Le 

fer ferreux, régénéré par la dissolution des minerais, est, en 

permanence, disponible pour la croissance bactérienne. 

Malgré son intérêt industriel, nos connaissances générales sur 

la physiologie, la génétique et la biochimie de cet organisme 
sont très réduites. Plusieurs raisons expliquent ce fait : le très 

bas pH de croissance ( 1,6 à 2), le temps de génération de 

plusieurs heures, la toxicité des produits organiques, qui 

entraîne une grande difficulté de culture sur gélose à très bas 

pH, celle-ci étant hydrolysée en donnant du galactose. De 

ce fait, peu de progrès ont été faits pour améliorer l'utilisa­

tion de Thiobacil/us ferrooxidans pour la biolixiviation et la récu­

pération de métaux d'intérêt, à partir de minerais pauvres 

ou de sous-produits industriels contaminés par des métaux 

toxiques. Le but des études entreprises, en collaboration 

entre plusieurs laboratoires, est de mieux comprendre les 

stratégies moléculaires mises en jeu par cette bactérie pour 

s'adapter aux conditions extrêmes de croissance, de façon 

à améliorer ses capacités biolixiviantes dans le contrôle des 

résidus miniers ou de la dépollution. 

Les différents thèmes abordés sont : 

- l'adhésion des bactéries sur les surfaces minérales (pro­

gramme du groupe de J. Berthelin - Centre de pédologie bio­

logique - Nancy) ; 

- la mise en évidence des chaînes de transfert d'électrons 

entre le fer ferreux et l'oxygène ou le thiosulfate (groupe M. 

Bruschi - Bioénergétique et ingénierie des protéines. -

Marseille) ; 

- l'étude de la chaîne de transfert inverse d'électrons néces­

saire à la fixation du C02 pour la croissance de la bactérie 

(groupe D. Lemesle-Meunier - Bioénergétique et ingénierie 

des protéines. - Marseille) ; 

- et l'étude génétique de la bactérie (groupe M. Chippaux 

- Laboratoire de Chimie Bactérienne - Marseille). 

ÉTUDE DES CHAÎNES DE TRANSFERT 
D'ÉLECTRONS LIÉS À L'OXYDATION DU 
FER CHEZ THIOBACILLUS FERROOXIDANS 

Les difficultés de mise en œuvre d'un tel programme impli­

quent d'abord la maîtrise et la production en masse des 

bactéries. Aussi, la première partie de ce travail a été consa­

crée à la conception et à la construction d'un fermenteur de 

250 litres, entièrement en plastique pour éviter la corrosion, 

50 g de bactéries + 80 ml de tampon T ris-EDT A pH 12,5 

Surnageant dialysé contre du tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 5,5 

HTP équilibrée dans du tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 5,5 

S-sépharose (FPLC) 
équillibrée dans de 

l'acétate d'amonium 
50 mM pH 4,8 

200 mM 

Fraction 
HIPIP 

Mono S (FPLC) 
équilibrée dans de 

l'acétate d'ammonium 
50 mM H4,8 

200 mM 

� 
� 

CMC équilibrée dans du 
phosphate de 

sodium 20 mM, pH 5,5 
20 mM pH 5,5 

200 mM 

• • 
Fraction 

cytochrome C4 

Rusticyanine 
55 mg 

Mono S (FPLC) 
équilibrée dans de 

l'acétate d'ammonium 
50 mM H 4,8 

600 mM 

Cytochrome c; 
1,5, mg 

S-sépharose (FPLC) 
équilibrée dans de 

l'acétate d'ammonium 
50 mM pH 4,8 

700 mM 

• 
Fraction 

cytochrome 
brun 

Mono S (FPLC) 
équilibrée dans de 

l'acétate d'ammonium 
50 mM H 4,8 

450 mM 

Cytochrome 
brun 2 mg 

Figure 1 : Purification des protéines d'oxydoréduction de hiobacillus ferrooxidans par extraction périplasmique 
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et spécialement adapté à la culture de Thiobacil/us ferrooxi­
dans à pH acide (2,0). Le rendement de croissance de cette 

bactérie extrèmophile est particulièrement faible puisque seu­

lement 15 g de cellules poids humide sont obtenus en 
moyenne à partir de 250 1 de culture. Les cultures étant effec­
tuées environ 30 semaines par an, la quantité de cellules 

récoltées est d'environ 450 g par an. 

Étude biochimique des protéines solubles
de transfert d'électrons impliquées dans
l'oxydation du fer et du soufre
Le but du programme de recherche est d'analyser les rela­

tions structure/fonction des protéines périplasmiques impli­

quées dans l'oxydation du fer et d'établir la séquence des par­

tenaires d'oxydoréduction dans la chaîne respiratoire. 

Deux chaînes de transfert d'électrons sont responsables 

de la production d'énergie nécessaire à la croissance des cel­

lules, selon que la bactérie croît aux dépens du fer ferreux 

(Fell) ou du soufre. Dans la première, les électrons sont 

transférés du Fell jusqu'à l'oxygène ; dans la seconde, ils le 

sont depuis les composés sulfurés réduits du minéral à l'oxy­

gène. 

Notre démarche est donc, dans un premier temps, de puri­

fier, par extraction périplasmique, les protéines d'oxydo­

réduction, présentes dans le périplasme de Thiobacillus fer­
rooxidans lorsque la bactérie est cultivée sur sulfate de fer 

(figure 1 )  ; puis, de caractériser ces protéines. Ainsi, quatre 

protéines d'oxydoréduction périplasmiques pouvant être 

impliquées dans la chaîne de transfert d'électron entre le fer 

ferreux et l'oxygène ont été mises en évidence : 

- la rusticyanine, qui représente 5 % des protéines totales ; 

Cette protéine possède une masse moléculaire de 16 500 

Da et appartient à la famille des protéines à cuivre de type 
1. Cependant, sa présence dans une bactérie acidophile dont 

le donneur d'électrons est un substrat à potentiel d'oxydo­

réduction élevé lui confère deux particularités atypiques : elle 

présente une grande stabilité pour des valeurs de pH très 
basses et elle possède un potentiel d'oxydoréduction très 

élevé : + 680 mV à pH 3,2 (Nunzi et al., 1993). 

- une protéine HiPIP (high potential iron-sulfur protein), 

similaire à la protéine lro, dont le gène a été cloné et séquen­

cé chez une autre souche de Thiobacillus ferrooxidans est 

purifiée sous sa forme tétramérique (chaque sous-unité de 

6000 Da contenant un centre 4 Fe/4S). Le spectre RPE, ainsi 

que la valeur élevé de son potentiel d'oxydoréduction(+ 49 0 

mV à pH 2) sont typiques d'une protéine HiPIP (Cavazza et 

al., 1995). 
- un cytochrome C4 a été isolé, pour la première fois, chez 

Thiobacil/us ferrooxidans. Ce cytochrome possède une masse 

moléculaire de 21 kDa et contient deux hèmes de type c. 

L'étude par RPE met en évidence la présence des deux 

hèmes, qui présentent des valeurs de potentiels d'oxydo­

réduction distinctes (+ 385 et + 4 80 mV à pH 3) (Cavazza 

et al., sous presse). 

- un nouveau cytochrome c atypique a également été puri­

fié. Cette protéine monomérique possède une masse molé-
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culaire de 13 kDa et le dosage en fer met en évidence la pré­

sence d'un seul hème par molécule. Son spectre UV-visible 

montre la présence d'une bande entre 620 et 64 0 nm dans 

l'état oxydé, typique d'un cytochrome de type c'. Cependant, 

la séquence N-terminale possède un site de fixation pour un 
hème c, alors que l'hème est localisé dans la région C-ter­

minale chez les cytochromes c' (Cavazza et Bruschi, 1995). 

Étude cinétique permettant la reconstitu­
tion des chaînes de transfert d'oxydation du
fer
Il existe à l'heure actuelle trois modèles décrivant le trans­
fert d'électrons du fer ferreux à la cytochrome oxydase, 

accepteur terminal, qui font intervenir différentes protéines 
periplasmiques d'oxydoréduction (figure 2). 

En dehors du modèle proposé par lngledew (figure 2 c), 

les deux autres hypothèses excluent soit la participation de 

la rusticyanine pour Yamanaka et al. soit celle de l'HiPIP 

pour Blake et al. (Blake et Shute, 199 4 ). 
Nous avons étudié la cinétique de réduction de la rusticya-

Périplasme 
Blake et al. 
Fe (Il) 

§._ 

Yamanaka et al. 
Fe(ll) 

._ 

lngledew et al. 
Fe(ll) 

._ �Fe-Fe-Fe­
Fe-Fe-Fe 
Fe-Fe-Fe 

Membrane Cyt 

Rusticyanine 
._ cyt. oxydase 

.. 02 

._ cyt oxydase 
I 

Rusticyanine cyt oxydase 

Figure 2 : Plusieurs schémas hypothétiques entre le 
fer ferreux et l'oxygène moléculaire chez Thiobacillus 
ferrooxidans sont proposés 

Périplasme 
Fe(ll)

._ 
�'..llri... 1 � R . . 
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1 HiPIP 1 e----� 
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---------- :.-.... 02 

Figure 3 : Schéma hypothétique de la chaîne respira­
toire de Thiobacillus ferrooxidans (cette étude) 
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nine par le sulfate de fer. La vitesse (turn-over) de la réac­
tion qui est de 0,014 s·' montre que la rusticyanine n'est vrai­
semblablement pas le premier accepteur d'électron prove­
nant du fer ferreux puisque la réduction de la rusticyanine, 
sur cellules entières (Blake et Shute, 1994), a une vitesse 200 
fois plus grande. Les études réalisées avec le cytochrome C4 

mettent en évidence qu'il n'est pas réduit pas le sulfate de 
fer. En revanche, l'addition de rusticyanine dans le milieu réac­
tionnel permet la réduction du cytochrome. Il existe donc 
un transfert d'électron partant du fer et aboutissant au cyto­
chrome C4 via la rusticyanine. 
L'utilisation d'une nouvelle technologie basée sur le phéno­
mène de résonance plasmonique de surface (Biacore 
Pharmacia) nous a permis de montrer l'existence d'une inter­
action spécifique entre ces deux protéines (Kd = 2.10-1 M). 
L'existence d'un transfert d'électron et d'une interaction 
spécifique entre ces deux protéines associée au fait que les 
cytochromes de type C4 interagissent très souvent avec la 
membrane nous a conduit à proposer un modèle où la rus­
ticyanine recevrait ses électrons du fer via l'HiPIP ou le cyto­
chrome atypique et les transférerait au cytochrome C4 qui 
réduirait à son tour la cytochrome oxydase (figure 3). 

CONCLUSION 

L'identification et la caractérisation de protéines d'oxydo­
réduction directement impliquées dans l'oxydation du fer et 
dans le métabolisme énergétique de Thiobacillus ferrooxidans 
sont importantes pour la mise en solution de métaux d'in­
térêt industriel ou, au contraire, toxiques. Cette étude peut 
permettre également, par ingénierie génétique, de modifier 
ces gènes ou leur régulation pour orienter les bactéries 
vers une plus grande capacité biolixiviante. 

*Mireille Bruschi, Christine Cavazza, Marie Thérèse Giudici­

Orticoni 
Bionergétique et Ingénierie des Protéines CNRS - IFR 1 - 3 1 ,  chemin Joseph 
Aiguier - 13402 Marseille cedex 20 
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