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INTRODUCTTION

Nous avons utilisé comme souche de Ferrobacté-
riale une vieille réserve de carbonate de fer conte-
nant le Perabacterium spelei. Cette bactérie vit ha-
bituellement dans les sédiments souterrains ou elle
a été découverte par V. CAUMARTIN en I956. Une note
annoncant cette découverte a été présentée & 1l'Acadé-
mie des Sciences le I3 Novembre I957., (t. 245, Dp.
I.758-I.760 du I3 Novembre I957).

C'est en raison de sa forme en bissac et de
son abondance dans les argiles des grottes que la
dénomination de Perabacterium (genre) spelei (espéce)
lui fut attribuée.

Tn dehors des cavernes, on la retrouvera dans
des sédiments appartenant & des époques géologiques
trés différentes ou sur des substrats comme le car-
bonate de fer des laboratoires et la rouille. "Elle
semble toujours, sur ces milieux, responsable de la
formation de Fe203“

Cette bactérie est "entourée d'une gafne in-
interrompue de sexquioxyde de fer hydraté, qu'elle
exeréte souvent sous forme d'aiguille, Dans son mi-

lieu naturel, elle est microaérophyle et autotrephe.
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Elle tire son carbone de la décomnosition du carbonate
de fer, exceptionrellement du carbonate de manganése

et son énergie vitale de- 1'oxydation des oxydes ferreux

d
et manganeux qui en risultent’:

Une premiére étude du métabolisme du Perabacté-
riuvm spelei a été présentée par N. POTELLE dars un
dipl8me d'études supérieures soutenu en Décembre IC60.
Elle aboutit & la formation d'un milieu synthétique de
culture,

Nous nous proposons de reprendre cette é&tude du
métabolisme de Perabacterium spelei dans le but d'ob-
tenir un milieu répondant mieux aux exigences de cette
bactérie,

Le travail effectué par N, PCTZLLE avait pour but
d'obtenir un milieu répondant aux exigences de Perabac-
terivm spelei, pour lequel elle recherchait un dévelop-
pement optimum., Elle a ainsi été amenéde & étudier 1l'ac-
tion de différentes substances minédrales et orsaniques
sur le développement de cette bactérie, et cela, en
fonction de la concentration du milieu en ces substances.

Elle a montré que dans les équilibres ioniques,

les valeurs des rapports Pe't et 017 les plus

Fe
favorables & la prolifération du Perabdcterium spelei,

sont bien déterminédes
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Elle a, en outre, établi, puis recherché & quel
taux il fallait introduire les substances organiques
peptone, bouillon de pommes de terre, soit 1
- 0,3 gr. de peptone par tube, créant une concentration
en peptone de I/I00
- 3 cc., d'un bouillon de pommes de terre préparé & par-
tir de 800 grs. de pommes de terre et amené & 500 cc.
Notre travail aura pour but :
-~ de vérifier l'action du fer
- d'établir la composition d'un milieu ferreux idéal
~ de vérifier l'action des extraits organiques. '
A partir du milieu établi par N, POTELLE, nbus
avons tout d'ahord vérifié l'action du SO4Fe. Puis,
au cours de chaque série de cultures, nous avons fait
varier la nature du sel ferreux, celui-ci était intro-
duit dens les tubes & des concentrations différentes, en
fonction desquelleé a pu &tre tracde la courbe de dé-

veloppement de la bactérie; les valeurs des rapports

Ps'' et L1 les plus favorables ont été & nou-
Fe't? 80,7~

veau déduites de nos observations.
Nous nous sommes proposés ensuite d'étudier l'ac-
tion de différentes substances organiques, telles que ¢

- le glucose



- le fructose
- le lévulose
- le saccharose
- l'amidon
- la phytine
- 1'extrait d'hémoglobine
- le bouillon de pommes de tLerre
- le bouillon de haricots
~ 1l'extrait de blé en germination
- l'extrait de levure
- 1l'extrait de terre
- 1l'extrait d'argile de grotte
- l'extrait de rhizosphére
Enfih, nous avons composé un milieu idéal, sur
lequel nous avons vérifié l'action des rayons ultra-
violets.

Les cultures ont été faites en milieux liquides,

en tubes & essais.

UETHODE DE TRAVAIL POUR CHAQUE STRIE D'ESSAIS SUCCESSIFS :

La préparation de solutions, & concentrations
déterminées, de diverses substances minérales et orga-
niques devant entrer dans la composition du substrat de
culture, a été réalisée & partir de solutions & concen-

tration unitaire qui seront diluées selon le procédé
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indiqué dans des tableaux.
L'alcalinité des milieux de culture a été obtenue

en ajoutant dans chacun des tubes une pincée de COBCa

Préparation de la couche de Perabacterium spelei pour

ensemencement

I1 s'agit d'extraire du carbonate de fer, les bac-
téries_permettant un ensemencement ultérieur. On emploie,
& cet effet, la technique "des mousses". Dans un petit
Becher, on ajoute de l'eau distillée & une pincée de
carbonate de fer. On introduit ensuite quelques paillettes
d'un savon de larseille stérilisé. L'ensemble est agité
grédce 4 une palette rotative mue par un moteur. Au bout
de quelques minutes, une mousse de savon se forme en sur-
face, elle contient les bactéries. On préléve la mousse
a4 laquelle on ajoute 3 e¢c. d'eau. On obtient ainsi un
milieu riche en Perabacterium spelei.

Pour l'ensemencement, on Iintroduit dans chacun des
tubes 5 gouttes de suspension de Perabacterium spelei.
Pour la stérilisation, les tubes bouchés, sont portés
a l'autoclave ou ils restent soumis pendant 20 & 25
minutes, & une température de I30°.

Un tel procédé s'est révélé ne nuire en rien au

développement ultérieur des colonies.
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L'étuve est réglée a 28° C, les tubes y sont main-
tenus IO jours au bout desquels les bactéries sont étu—

dides,

ETUDE DE TA CROISSANCE DE LA BACTERIE

On utilise un microscope dont 1'objectif a4 immersion
permet d'obtenir un grossissement égal & I.000

Pour suivre le développement du microorganisme au
cours des différents essais; nous avons utilisé la mé-
thode des comptages & l'aide d'une cellule de THOMA.

Une telle cellule est constituée par une lame de
verre présentant, dans sa partie centrale, un évidement
avec un quadrillage sur le fond.

Chaque loge du quadrillage a :

1/400 mn” de surface
I/4.000 mm3 de profondeur.

Une goutte calibrée du prélévement & observer est
placée sur cette cellule. Une lamelle optiquement planée
la recouvre et s'applique exactement sur la lame.

Nous pouvons constater que la bactérie est le siége
de pulsations rythmiques; nous déterminons le nombre de
" bactéries apparaissant dans chaque carré de la cellule.
On effectue plusieurs prélévements successifs.lLa moyenne
des résultats est obtenue & partir de I6 carrés. Cette

valeur servira de grandeur de comparaison pour 1l'étude
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du développement du Ierabacteriumrépelei en fonction des
milieux qui lui sont offerts, et sera reportée sur'un
graphique.

Pour le tracé des éourbes, on utilisera un papier
-semi-logarithmique. Les concentrations C seront portées
sur l'axe des abcisses; le nombre de bactéries N par

unité de cellule THOIA sera porté sur l'axe des ordonnées.
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ACTION DU SULFATE FERREUX
SUR LE DEVELOPPENMENT DU PERABACTERIUM SPELEI

P @R O @ @G0 W B O = & = O m W W

Nous recherchons 1l'influence de la concentration
du milieu en sulfate ferreux, sur la croissance du

Perabacterium,

COLIPOSITION DES TUBES
— T

Dans chacun des tubes sont portés :

- 5 cc. de solution de PO, H K, & I/I.000 gr/cm’
- 5 cc. de solution de S0, Mg & I/I00 gr/cm’
- I cc. de solution de ClNa 4 1,5/1.000 gr/em’

cc, de solution de SO, Im & I/I0.000 gr/cm3

f
=

- I cc, de solution de (804)5Fe2 a 0,5/10.000 gr/cm3
- des solutions de SO4Fé aux concentrations de

I , I e B Fol o X

10° 10° T0™ 10° 10
s R i
10

Les concentrations sont données en molécules
gramme par litre :
- 0,2 gr. de peptone,
-~ 3 cc. de bouillon de pommes de terre défini pour un
volume de 30 cc.

On effectue un apport de COBCa.‘
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Le Perabactérium étant une Ferrobactériale, 1l'étude
de 1'influence de la concentration du milieu en sels fer-
reux est particuliérement intéressante.
En effet, le milieu de culture est riche en car-

bonates apportés sous forme de COBCa. I1 s'établit un

équilibre ionique entre COBCa, (COEH)2ca et CO,

D'autre part, la présence de sel ferreux dans le
milieu, permet l'existence de Fe*t 4 1'état ionique.

I1 y a done formation de carbonate de fer COBFe. Ce
carbonate de fer se décomposera en CO2 + FeO, 1l'oxyde
ferreux étant ensuite oxydé en oxyde ferrique avec apport
d'énergie. Cette dnergie est utilisée en treés faible
partie & la décomposition de COEFe, le reste permet la
réduction de CO2 pour l'assimilation du carbone (bactérie
chimieo-synthétisante).

Tl convenait de veiller & ce que le sel ferreux
soit introduit et persiste sous cet état lorsque nous
constituons les milieux & ensemencer. Toutes les précau-
tions nécessaires ont donc été prises pour éviter la
transformation du sulfate ferreux en sulfate ferrique,
cette oxydation s'opérant trés rapidement si récipients
et tubes ne sont pas impeccablement nettoyés.

Tes différentes concentrations sont obtenues comme
1'indique le tableau suivant

Poids moléculaire du SO,Fe = [52+ (4xI6) + 56] -« 152



OBTENTION DES DIFTERENTES SOLUTIONS.

! ! ! t Concentration {Titre de
! Tube ! 50,Fe { Eau ! ! la
i § i i en SO4Fe isolution
L ! ! ! !

! ! ! ! !

! rube 0 ! 15,2 gr. ! 100 cc.! I molécule | A
; i | s i

! ! ! ! !

1 1 Titre de | i 1

i ! la ! ! !

f Tube t solution | jau ! en SO4Fe | solution
! ! ! ! !

L u | 1 |

! ! ! ! [

! Tube I 'T0 cc. de A! 90 ced I molé.gr/1 !

! ' ! 15 !

| i ! ! !

! ! ! ! !

! ! ! ! T

| Tube 2 110 cc. de Al 990 ced I molduzz/l | O
! ! ! Y !

! ! ! z s

! ! ! ! !

! Tube 3 !I0 cc. de G| 90 cey I moll.ar/l L D
! ! ! f APED !

! ! ! ! !

i ! ! ! !

' Tube 4 1O cc. de C! 920 cc. ! molé.gr/1 P g
! ! ! § Tﬁ—_(‘ !

! ! ! ! !

! ! ! ! !

! ! ! ! !

{ Tube 5 I0 ec. de E1 90 ccy I molé.gr/L ! F
! ! ! 1 TO0000 !

! ! ! ! !

. : . ! y

! | ! | !

T e , L1 i !

! Tube 6 [TO cc. de E! 990 ceu I mole.f"r/l L G
! f | == !
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3 ORGANISHE

RESULTATS DES COL'PTAGES EFFECTUES 3

S DANS CrnCLIZ D n TUBLS

=

1 IConcentration!Rapport | Prélevement enl !'Prelevement enl

Vowenns | ! ++ | surface i +m! profondeur
!TL’“ o SO4Fe !—EL:::—’N bactéries p. !IOYEBFE!N.bacteries p.!MOYENNE
! ! ! Fe lunité THOMA ! lunité THOMA | J
Tube C! I molé.gr/1.!10,0002 1I8=I2-I4-II-IC! 1I2 !1IT-I0- 8~ 9-I2! 9

! | ! ! 7=15-17=-I1I- Ol ! 7-10-II-I0- 8!

! ! ! ! 5-T0~ IO—II-I4! ! 9-I0~ 7- 8- 9!

! ! ! 112- ! 5- !
Tube I! I molé. 10,0005 115-I0-I7=I3-~ 7! I2,9 !28—25-25-28—26! 26,6

! ' IU gr/l, ! 1 I7-I0-1I-I8-I6! 127-26-25=-29-251

! ! 1T3-15-16-I2-IT! 126-27-30-25-311

! ! ! ! 6~ ! | 24~ ! B
Tube 2! I molé 10,005 129-36-29-35-20! 29,8 140-46-52-50-471 50

! IT00- gr/1. ! ! 30=34-28-20~-311 153-40-5T1=50=-541

! ! ! 123=35- 32-25-24- 148-47-55-48-501

! ! ! 137~ 151~ ! %
Tube 3! T molé 10,2 I I= 2= 0= 2- 3! 2 | 8- 6- 7- 5- 8! 6,5

! IT.000 gr/1, ! ! O= 4= I- 4= 3] ! 9= 5- 6= 8- 71

! ! ! ! I- 2~ I- 2= 21 | 6= 5= 7= 6~ 51

! ! ! | 3=~ ! ! 6= !

Tube 41 I molé | 2 ! I- 2- 0= I- 3! I | 8« 7= 6~ 9- 51 7,8

! 170,000 gr/1.! ! O= I- I- 2= 0! ! 9= 9~ 7~ 9- 8!

! ! ! ! 2= 0= 0= I~ 2! ! 8- 6= 9= 8- 91

! ! ! ! O= ! | 8- ! 3
Tube 5! I ! 200 ! ! 0 ! 5= 2= 4~ 5=~ I! 3

! ITOUT000 molé ! ! ! ! 2= 2- 4~ 31 4|

! ! gr/l ! ! i | 5= 2= 3- 2- I!

! ! ! ! ! ! 4 !

T ! 500 ! ! C ! 3= 4 0= I- 2! 2

! 0.0 ! ! ! ! 3= I- 0= 4= 21

! ! mo1e Nr/l ! ! ! | 3- 2= I- 2- I!

! ! ! ! ! !




QUADRILLE SEMI-LOGARITHMIQUE A 3 MODULES TOCHON- LEPAGE - PARIS
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RESULTATS 3
L'examen des courbes tracées montre que @
- Lorsque la concentration du milieu de culture en sulfate

o et I/IOE, le nombre moyen de

ferreux varie entre I/IO
bactéries par unité de la cellule de THOLMA est faible.
Nous ne trouvons pratiquement pas
d'orzanisme pour une concentration de I/IO6
2 organismes par carré pour une concentration de I/IO5
— La concentration en SO4Fe croissant, la perte des
courbes augmente brusquement,”témoignant d'un accroissement
plus rapide du nombre de bactéries; on peut en conclure
que le miliev s'améliore et un développement optimum du
Perabacterium.
30 bactiries par unité pour un prélévement de surface
50 bactéries par unité pour un prélévement effectué en
profondeur.
est obtenu pour une concentration en sel ferreux £ -ale
a I/I00,
Te meilleur développement du ferabacterium spelei
en profondeur est dfl au caractére nettement microaérophyle
de la souche qui doit vivre & 1tabri des fortes concentra-

tions d'oxygéne entrafnant l'oxydation spontanée du fer

ferreux.,
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- Pour une concentration supérieure & I/I00, la pente

des courbes diminue rapidement Jusqu'a la concentration
ézale & I/I0; le milieu convient moins bien & la bactérie.
- Pour les concentrations supérieures a I/I0, la courbe

se stabilise.,




















































































































































































































































































































