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RE SUME ,

Trois voies de dégradatien de i'éthanol et du lactate ont été mises en
évidence dans les digesteurs anaérobies (fermentations acétique, propionique et
butyrique). La fermentation acétique est réalisée par des souches sulfato-
réductrices qui, en absence de sulfate, interviennent comme bactéries acétogénes
productrices obligées d'hydrogéne en association synirophique avec des bactéries
mé&thanogénes. Les souches qui produisent du propionate et de 1'acétate a partir
du lactate appartiennent aux genres Clostridium,Propionibacterium-et Megasphaera.
Une nouvelle bactérie réalisant une fermentation propionique de 1'éthanol et
du propanol a été isolée et caractérisée. Elle requiert un facteur de croissance
qui est présent dans le jus de rumen et qui peut étre fourni par une bactérie
homoacétogéne. Les scuches dégradant ie lactate en acétate et butyrate ont &té
identifiées & Eubacterium limosum.Elles utilisent &galement le méthanol et le
méiange H2 - COZ' Les proportions d'acétate et de butyrate produits par ces
souches varient suivant les substrats et Tes conditions de culture. Une bactérie
sulfato-réductrice a 8té isolée & partir d'un enrichissement dégradant Te pro-
pionate en CO2 et CH4. En présence de sulfate, elle oxyde le prcpicnate en
acétate et C02 et utilise 1'hydrogéne. Le rdle de cette souche comme bactérie
acétogéne productrice obligée d'hydrogéne & pu étre démontré sur éthanol mais
pas sur propionate. ’

Mots clés : farmentation méthanique - lactate - éthanol - propionate - transfert
d'hydrogéne - association syntrophique - bactéries acé&togdnes -
bactéries sulfato-réductrices - Eubacterium limosum.



ERRATUM

Prendre La figure N° 10 pour La figuwie N° 76 et inverseiment.
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INTRODUCTION,

La fermentation méthanigue est un processus biologique qui a lieu dans
des environnements anaérobies en absence de lumiére et d'accepteur exogéne
d'électron (sulfate, nitrate). La production de méthane est observée dans des
biotopes trés variés (rumen, sources chaudes). Cependant, la conversion totale
des matiéres organiques en gaz carbonique méthane et ammoniaque ne se réalise que
dans certains écosystémes (sédiments, digesteurs anaédrobies) dans des conditions
physicochimiques assez précises : pH proche de 1a neutralité,température infée-
rieure & H0° C. Cette minéralisaticn compléte des matiéres organiques fait inter-
venir quatre groupes bactériens en étroite relaticn les uns avec les autres
(ZEIKUS 1978). On distingue (figure n° 1)

1 - Les bactéries hydrolytiques et fermentatives qui dégradent les matiéres
organiques en alcools acides organiques,hydrogéne et gaz carbonique. Ces bactéries
sont taxonomiquement trés diverses, possédent des taux de croissance élevés et
sont peu exigeantes vis-i-vis du pH et du potentiel d'oxydcréduction du milijeu.

2 - Les bactéries acdtogénes productrices obligées d'hydrogéne qui conver-
tissent Tes métabolites intermédiaires formés par ies bactéries hydrolytiques

et fermentatives en acétate,CD, et hydrogéne. Ces réactions ne sont possibles

thermodynamiquement qu'a trés faible pression partielle d'hydrogéne et les bac-

™~

téries acétogénes ne peuvent se développer qu'en présence de méthanogénes utiii-
satrices d'hydrogéne. Peu d'espéces ont été caractérisées et ces bactéries sont
encore physiologiquement et taxcnomiquement trés mal connues.

3 - Les bactéries homoacétogénes qui possédent la propriété de réduire
le gaz carbonique en acétate. Elles réalisent une fermentation homoacétique a
partir de composés & un (HZ—COZ, formate) ou plusieurs carbones (hexose).

4 - Les bactéries mé&thanocgénes qui transforment 1'acétate et les composés
monocarbonés (H2 - COZ’ formate, métharol) en méthane.
Ces bactéries constituent un groupe phylogénétiquement et physiologiquement
particulier. Elles ont des exigences pnysicochimigues trés strictes (pH proche de
1a neutralité, potentiel redox inférieur & -350 mv). Leur taux de croissance est plus
€levé sur hydrogéne et gaz carbonique (temps de génération inférieur & dix heures)
que sur acétate (le temps de doublement de Methanothrix soehngenii Sur acétate
est de neuf jours). On admet que 70 % du méthane provient de Ta décarboxylation
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Figure n° 1 : Schéma de méthenogénése (ZEIKUS 197G).



de 1'acétate et cette  réaction . est un des facteurs limitant de la fermentaticon
méthanique.

Le‘sujet de cette thése s'insére dans le programme général de racherche de
la station de technoiogie alimentaire de Lille sur 1'épuration et la valorisation
par voie anaérobie des effluents d'industrie agro-alimentaire. Ces eaux résiduaires
contiennent essentiellement des glucides de faibie poids moléculaire. Des études
cinétiques (MORFAUX et al., 1981) et microbiologiques (SAMAIN 1980) ont montreé
que le lactate et 1'éthanol étaient avec les acides gras volatils les principaux
intermédiaires métaboliques de la fermentation méthanique de ce type d'effluent.

Mon travail a consisté & isoler et & caractériser les micro-organismes
responsables de la conversion de ces intermédiaires en acétate. Certaines souches
qui réalisent des fermentations originales ont été étudiées plus en détail.
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I - LES QUATRE GROUPES TROPHIQUES

A - Bactéries hydrolytiques et fermentatives

La fermentation anaérobie des matiéres organigues complexes nécessite
la présence de bactéries possédant des enzymes extracytoplasmigues capabies
d'hydroiyser les biopolyméres en molécules transportables au travers des
membranes. A part la lignine, presque toutes les macro-molécules d'origine
biologique sont susceptibles d'étre dégradées en anaérobie.

De nombreuses espéces sont capables d'hydrolyser ies polyméres glucidiques
(cellulose, hémicellulose, amidon, pectine) en mono ou en disaccharides.

Les bactéries celluiolytiques (Ruminocoecus clbus, Bacteroldes succinogenes,
Clostridium thermocellum) ont été particuliérement Etudiées (TAYA ef al. .
1080 ; GROLEAU et FORSBERG, 1981 ; WEIMER et ZEIKUS, 1977). La plupart d'entre
elles peuvent également hydrolyser les xylanes. Parmi les anaérebies, Clos-
tridium thermocellum posséce la plus forte activité cellulcliytique. La pos-
session d'une cellobiose phosphorylase et d'une cellodextrine phospnhorviase
lui permet d'obtenir du glucose 1 phosphate comme produit d'hydrolyse de ie
celiulose sans dépense d'ATP (ZEIKUS, 1980). Clostridium thermocellim DOS~-
séde également une‘Bgﬂucosidase mais le rdle de cet enzyme reste a préciser.
L*hydrclyse anaérobie de 1a cellulose n'est pas une propriété exciusivement
bactérienne. Récemment, des champignons anaérobies cellulolytiques ont &té
isolés du rumen (BAUCHCP et MOUNTFORT, 1980 ; MOUNTFORT et al., 1582).

L'hydrolyse des pectines conduit a la formation de méthanol et de mono-
saccharides sous 1'action de dépolymérases et dz pectine estérases. Les bac-
téries pectinolytiques (Clostridium, Erwinia) (SHINK et al., 1980) ne fermen-
tent pas Je méthanol. Celui-ci est 1libéré dans Te milieu (SHINK et ZEIKUS,
1980) oG il est utilisé par les bactéries méthylotrophes.

Les glycérides sont hydrolysés en acides gras et en glycérol. Des activités
lTipolytiques ont &té& mises en évidence dans le rumen et dans les digesteurs
anaérobies (HOBSON, 1974).



Voie d'Embden
Meyerhof : 1 hexose ——p 2 pyruvate + 2 NADH + 2 ATP
Voie de ia f 1 hexose ———> 1 pyruvate + 1 CO2 + l-acétyl (P) + 3 NADH + 1 ATP
phosphocétoiase : 1 pentose——3 1 pyruvate + 1 acétyl (P) + 1 NADH + 1 ATP

Voie de

W

NADH + 5 ATP

(6]
(4]

pentose ——3 5 pyruvate +

P‘\A/‘\"\A/\f\/\f\f\f\

Warburg-Dickens

DL S DL L NP DL AL S

Tableau n® 1 : Voies métaboliques utiiis@es par Tes anaérobies pour la dégradation des
sucres v




TOERIEN (1967) qui a réalisé des enrichissements sur huile de tournesol a
suggéré que la flore lipolytique était principaiement constituée de vibrio
anaérobies stricts. dnaerovibrio lipolytica e€st la seule bactérie décrite
ayant une réelle activité lipolytique (HOBSON, 1974).

L'hydrolyse des protéines en acides aminés est réalisée par des espéces ap-

partenant aux genres Clostridium, Peptococcus et Bactercides.

.t e e e A ma o o e e Gy A . o B e e e A = e e e o o -

A part les bactéries hétérciactiques qui utilisent la voie de la phospho-
cétolase, les bactéries anaérobies fermentent les hexcses par la voie d'EMBDEN-
MEYERHOF et les penteses par la voie de WARBURG-DICKENS (tableau n° 1). Le
pyruvate est généralement converti en acétyl CoA et en 602 par ja réaction phos-
phoroclastique.Cette réaction est couplée avec la réduction de ferredoxine
(DOELLE, 1975). La formation de composés réduits (éthanol, lactate, propionate,
butyrate,etc ...) a partir du pyruvate et de 1'acétyl CoA permet de régénérer
les coenzymes réduits lors de 1a glycolyse et de la réaction phosphoroclastique.
Ces réactions d'hydrogénation ne sont généralement pas coupléesavec 1§ synthése
d'ADP par ETP. Seule la formation de propiorate permet la phosphoryKafion d*ADP
tors de la réduction du fumarate en succinate. Les produits de fermentation sont
variables suivant les espéces (tableau n® 2). La réduction de protons en hydro-
géne permet également la régénération de ferredoxine et de pyridines nucléotides
réduites via une hydrogénase et une NADH ferredcxine oxydoréductase. Ces enzvmes
ont €té mis en évidence chez les Clostridium butyriques (PETITDEMANGE et ai.,
1974). La NADH ferredoxine oxvdoréductase régule chez ces bactéries la production
d'hydrogéne. Elle détermine le rapport acétate sur butyrate et 1'efficacité ther-
medynamique de la fermentation (le ncmbre d'ATP formé par mole de substrat con-
Somné) .

- I - —— - v e o e A e - e -t =t e = e B va T e v e - -

- - oa = - -

Le lactate, 1'éthanol, le giycérol et le succinate sont produits lors de
la fermentation des hexoses et des pentoses. Dans une seconde étape, ils peuvent
étre convertis en acides gras volatils.
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La décarboxylation du succinate en propionate a été mise en évidence dans
les fermenteurs de méthanisation et dans le rumen (WOLFE, 1979), mais on
ne sait pas si cette réaction est couplée avec une croissance bactérienne.

- Le glycérol est phosphorylé et déshydrogéné en dihydroxyacétone phosphate
et rejoint la seconde étape de ia glycolyse. Le glycérol est un composé trés
hydrogéné et ses produits de fermentation sont plus réduits que ceux des
sucres. Des fermentations butyrigues (Clostridium, Eubactérium) et propio-
niques (Propionibacterium) du glycérol ont été décrites (HOLDEMAN et al.,
1977).

- Le lactate est oxydé en acétate et en CO2 via le pyruvate par 1a lactate
déshydrogénase et 1a réaction phosphoroclastique. Cette oxydation est thermo-
dynamiquement peu favorable et doit étre couplée & une synthése exergonique
d'acides gras volatils (DOELLE, 1975). Selon les espéces bactériennes, la
dégradation du lactate conduit 3 la formaticn de différents acides gras de

C2 a C6.CZostridium kluyveri produit du butyrate, du caproate et de 1'hvdro-
géne a partir d'éthanol et d'acétate {BORSTEIN et BARKER, 1948). L'acétate
peut étre remplacé par le propionate et on observe alors la formation de
valérate. Environ 1/6 de 1'éthanol consommé est converti en acétate et en
hydrogéne (équation 1). Cette réation, bien qu'elle soit thermodynamiquement
défavorable, permet cependant la phosphorylation de 1'ADP car elle est coupiée
avec la formation exergonique de butyrate (&qua*tion 2) (THAUER et al., 1977).

équation?2 : éthanol + acétate

> butyrate

équationl : éthanol + P + ADP ey acétate + ZH2 + ATP

La fermentation propionique de 1'éthanol n'a jamais été décrite bien qu'elle
soit thermodynamiquement possible. Nous décrivons, dans ce mémoire, une
nouvelle bactérie qui dégrade, en présence de C02, 1'éthanol en acétate et en
propionate.

4 - Fermentation des acides aminés

En anaérobie, les acides aminés sont dégradés en acides gras veolatils,
CO2 et NH3. On distingue deux types de fermentation.

a - Dans la réaction de Stickland, deux acides aminés sont fermentés
simultanément (DOELLE, 1975). L'oxydation de 1'un (8quation 1) est couplée
avec la réducticn de 1'autre (équation 2).



COOH COOH COOH

i - |
H3CO \/LOCH:, : N\ OH
OH OH OH
acide syringique acide pOHbenzoique acide protocatéchuique
008 COOH
cH CH'
it ]}
CH CH —- — COOH
/\I a %\H
2 A\~ ~OCH; \v\oc-ﬂ3
OH OH
acide cinnamique acide ferulique acide vanillique

Tableau n°® 3 : Exemples de composés aromatiques obtenus par traitement & chaud de
la lignine.




NH3

équation 1 : CH3 - CH - COOH + 2H20~————~§ CH, - COCH + CO, + 4H + NH

3 2 3

NH3

gquation 2 :2H - C - COOH + 44 —————3 2CH, - COOH + 2Ny

H

Cette réaction se rencontre essentiellement chez les Clostridium. Des acides
aminés comme la proline, 1'arginine, 1'ornithine et le glycocoile sont utilisés
comme accepteurs d'€lectrons. La réduction du glycocolle en acétate permet de
plus 1a synthése'd‘un ATP par le mécanisme ETP (THAUER et al., 1977). L'ala-
nine, 1a leucine, la valine et 1'histidine sont les principaux donneurs d'é-
iectrons. Récemment,il a été montré que la Teucine pouvait &tre dismutée en
acides isovalérique et isocaproique. Dans ce cas, la leucine intervient comme
agonneur et comme accepteur d'électrons (BRITZ et WILKINSON, 1982).

b - Certains acides aminés peuvent également étre dégradés seuis.
Les voies métaboliques sont complexes et spécifiques de chaque acide aminé.

5 - Fermentation des composés aromatigues

. e - - - - — - b o= - o v o ot ) = - .

De nombreuses études (NOTTINGHAM et HUNGATE, 1969 ; HEALY et YOUNG 1579 ;
HEALY et al., 1980) ont montré que les monoméres aromatiques dérivés de la
lignine et du tanin (tableau n° 3) &taient dégradés, en anaérobie, en CH, et
CO2 par des popuiations méthanogénes mixtes. Outre les bactéries méthanoéénes,
plusieurs populations bactériennes sont impliquées dans la minéralisation
compléte de ces composés. BACHE et PFENNIG (1981) ont isolé, & partir d'enri-
chissements sur acide vanillique et syringique une bactérie capable de couper
Tes liaisons éther sur Tes composés aromatiques méthoxyiés. La croissance de
la souche est proportionneile au nombre de groupements méthoxyl. Ces derniers
sont métabolisés en acétate. Cette bactérie a &té identifiée 3 Acetobacterium
woodii qui est une bactérie homoatétogéne qui utilise le mélange HZ’ C02 et le
méthanol.

L'acétate est le principal intermédiaire dans la conversion du benzoate
(FERRY et WOLFE, 1976) et des composés aromatiques trihydroxylés (KAISER et
HANSELMANN, 1982) en méthane. La dégradabilité du phénol et du pyrocatéchol
a été décrite par HEALY et YOUNG (1977) mais certains auteurs ont cbservé
une accumulation de pyrocatéchol lors de la dégradation de 1'acide vrote-
catéchuique et de ses dérivés méthoxylés (KAISER et HANSELMANN, 1982).



MOUNTFORT et BRYANT (1982) viennant d'isoler une bactérie aui dégrade le
benzoate en acétate, 602, hydrogéne et formate en association syntrophique

avec une bactérie sulfato-réductrice utilisatrice d'hydrogéne (voir chapitre
C).

B T i S e P . T v pipuiph iy
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Le pH, Ta concentration en substrat et la pressicn partielle d'hydrogéne
influent sur la nature des produits finaux du métabolisme de nombreuses bac-
téries fermentatives.

- Les pH acides favorisent la formation de lactate (HOBSON et SUMMERS, 1967)
Clostridium butylicum et Clostridium acetobutylicum produisent de 1'acétone

et du butanol & pH acide et de 1'acétate et du butyrate & pH supérieur & 6
(DAVIS, 1942 ; BEESCH, 1952). La formation d'acide formique est également, chez
Micrococeus lactilyticus, régulée par le pH. Ce micro organisme fermente le

pyruvate en acétate, C02 et hydrogéne a pH 6,5 et en formate et acétate & pH
8,5 (HOBSON, 1974).

- Dans les fermenteurs alimentés en continu, la croissance des bactéries est
limitée par la concentration en substrat. Selenomonas ruminantium cultivé en
continu produit exclusivement, & partir des sucres, de 1'acétate et du pro-
pionate & faible taux de dilution. Par contre, pour un taux de dilution &leve,
le lactate représente plus de 50 % des produits de fermentation (HOBSCN, 1965).
De méme, Lactobacillus casei, bactérie hétérolactique, devient homolactique
Torsque 1e taux de dilution augmente (DEVRIES et al., 1670).

- Dans les éco-systémes méthanogénes, 1a pression partielle d'hydrogéne est
maintenue extrémement basse par 1'activité des bactéries méthanogénes utilisatrices
d'hydrogéne. Dans ces conditions, le flux d'électrons est dévié, chez de nombreuses
bactéries fermentatives, vers la formation d'hydrogéne. L'importance des transfertis
d'hydrogéne inter espéces conduit & distinguer sur le plan physiologique deux
groupes de bactéries :

a - Les bactéries gqui ne possédent pas d'hydrogénase (bactéries homo
ou hétérolactiques) cu qui produisent de 1'hydrogéne par 1'intermédiaire de
1'hydrogéne formate lyase (enterobactéries). Leur métabolisme n'est pas influencé
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par 1a pression partielie d'hydrogéne.

b - Les bactéries qui possédent une NADH ferredoxine oxydoréductase
et une ferredoxine hydrogénase et qui peuvent régénérer leurs coenzymes réduits
en produisant de 1'hydrogéne (WOLIN, 1975). Le transfert des électrons des pyri-
dines nucléotides réduites sur les protons via la ferredoxine est thermodynami-
quement défavorable dans les conditions standards.(Eé NADH/NAD = - 0,32V,
Eé HZ/H+ = - 0,42V). Cette réaction est cependant possible si 1a pressicn partiel-
le d'hydrogéne est suffisamment basse (figure n® 2). En culture pure, ces bactéries
produisent, & partir des sucres, de 1'acétate, de 1'hydrogéne, du CO2 et les com~
posés réduits. En association avec une bactérie utilisatrice d'hydrogéne, leur
métabolisme est dévié vers la formation préférentielle d'acétate, de €0, et d'hy-
drogéne. L'exemple classique de ces transferts d'hydrogéne inter espéce; est la
coculture de Ruminococcus albus et de Vibrio succinogenes (figure n° 3}. En culture
pure, Fuminococcus albus fermente le glucose en acétate, éthanol, C02 et hydrogéne;
en coculture avec ¥ibrio succinogenes qui utilise 1'hydrogéne pour réduire Je
fumarate en succinate, i1 produit exclusivement de 1'acétate, du C02 et de 1'hydro-
géne (IANNOTI et al., 1973). Dans ce cas, 1'efficacité thermodynamique de la réac-
tion est plus favorable ; 1'augmentation de la production d'acétate se traduit en
efret par une synthése d'ATP plus importante.

B - Les bactéries homoacétogénes

Les bactéries homoacétogénes utilisent le CO2 comme unique accepteurd'électrons
et le réduisent en acide acétique. Les substrats fermentés sont variables suivant
les espéces (tableau n° 4). La fermentation d'une mole de glucose conduit a la for-
mation de trois moles d'acétate : deux moles sont formées lors de la glycclyse et
une mcle est synthétisée & partir de deux moles de COZ' La voie métaboiique ce 1la
réduction du CO2 en acétate a été étudiée chez Clostridium thermccceticum €t Clos~
tridium formicoaceticum (LJUNGDAHL et WOGD, 1969). (figure N° 4). Cloetridium
acetteum fut la premiére bactérie homoacétogéne utilisatrice d'hvdrogéne isolée
(WIERINGA, 1940). La souche a été perdue mais, en 1978, GOTTSCHALK a retrouvad, dans
le labecratoire de BARKER, une culture contenant des spores de Clostridium accticum.



AA’\AAAA/-\AAAAA"\I

. mannose

f T° OPTIMALE SUBSTRATS %

o . : - f méthanol, pyruvate, fumarate, glutamate, )

» formieoaceticum : * lactate, fructose, mannitol, glycérol g

C. aceticum ; 30° C f HZ’ COZ’ formate, pyruvate, fumarate, g]utamate%

’ . . fructose )

Acetobacterium _ f Hy 5 CO,s formate, méthanol, lactate, glucose, %

woodit . fructose )

Acetogenium f 65° C f H2, COZ’ formate, pyruvate, giucose, fructose, ;
kivui : :

)

Tableau n° 4 : Substrats utilisés par quelques bactéries hcmoacétogéenes

co,

e eremrm e Weirorind

formate

AP L <

)(H2
X

X

'ADP+P_q

10 formyl. THF

t——} Ho0

5.10 méthényl. THF

HADH
M

5.10 méthyldre THE

Xty
X

5 néthyl. TdF

Figure n° 4 : Réduction du CO

. N
i
B

jlp—--p corrinoide ——»—-——!-A acétste

1 /
CH, €,
— corrinotde &——

en acétate chez Clostridium thermoaceticum



11 a pu revivifier 1a souche qui a &té redécrite par BRAUN et al.({1931). Le
fait que les homoacétogénes utilisent le mélange H2--C02 comme seule scurce
d'énergie prouve que la réduction du C0, est couplée 2 Ta synthése d'ATP par ETP
(THAUER et al., 1977). Quatre espéces homoacétogénes utilisant 1'hydrogéne
sont maintenant connues. On distingue deux (lostridium, Clostridium aceticum
et Clostridium thermoautotrophicum (GOTTSCHALK, 1982) et deux espéces non
sporuiées dont 1'une est mésophile, dcetodbacteriumwoodii (BALCH et al., 1977)
et 1'autre thermophile, Acetogenium kivui (LEIGH et al., 1981).

La détermination des séquences de 1'ARN ribosomique 165 chez les bactéries
homoacétogéres a permis de démontrer que la propriété de réduire le CO2 en
acétate n'était pas un caractére phylogénique fondamental {TANNER et al.,
1982) et que toutes les homoacétogénes, méme non sporulées, présentaient de
grandes homologies avec les espéces du genre Clostridium.

Eybacterium limosum (SHARAK GENTHNER et al., 1981) et Butyribacteriwm methyl-
otrophicum (ZEIKUS et al., 1980 ; LYND et al., 1981) réalisent une fermen-
tation homoacétique a partir du mélange H2 -CO2 et du mono-oxyde de carbone
mais prcduisent un mélange d'dacétate et de butyrate & partir de glucose, de
lactate et de méthanol. Chez ces deux bactiéries, la fermentation butyrique du
glucose et du lactate n'est pas associée a un dégagement d'hydrogéne comme chez
les Clostridium butyriques (DOELLE, 1975). BARKER (1945, 1954) & démontré, en
utilisant des éléments marqués, que lors de ja fermentation du iactate par
EBubceterium limosum, du CO2 était incorporé dans 1'acétate et le butyrate pro-
auits. La réduction du COZ en acétate (&quation 3) et la formation du butyrate
(équation 2) interviendraient simultanément pour permettre la régénération des

coenzymes raduits lors de 1'oxydation du lactate en acétate (équation 1).

équation 1 : CHy - CHOH - COOH + H,0 ———3 CH, - COOH + 4K + CO,
equation 2 : 2CH, - COOH + 4H > CH, - CH, - CH, - COOH + 2H,0
gquation 3 : CO, + SH > CHy - COOH

Le role des homoacétogénes dans les digesteurs n'est pas enccre trés clair,
BRAUN (1979) a dénombré 10 bhactéries homoacétogénes utilisatrices d'hydrogéne
dans divers biotopes anaérobies.Ces bactéries poussent lentement sur Hp-C0p et



% » G'o en Kcal/mole v<§
g Lactate ——y acétate + 2 HZ + C02 z -1 g
% Ethanol a3 acétate + 2 H2 z + 2,3 ;
g Butyrate —s 2 acétate + 2 H, , i 4 11,5 ;
2 Propionate—y acétate + 3 H, + CO; § . 18,2 ;

Tableau n® 5 : Variation d'énergie libre AG'o des réactions de dés-
hydrogénation des principaux precduits de la phase
acidifiante dans les conditions standards.

T T
Butyraie

Propionate

AG'S pH 7.0,25°C (kJ)

Figure n° 5 : Influence de la pression partielle d'hydrogéne sur la variation
. d'énergie libre des réactions de déshydrogénation de 1'éthanol, du
(v“;‘) propionate et du butyrate et de formation de méthane & partir de

NS Hy = €O, (Mac INERNEY et BRYANT 1979).
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ne paraissent pas compétitives avec les méthanogénes. Leur rdle dans les fermen-
teurs de méthanisation serait limité a 1'utilisation des composés a plusieurs
carbones. Les homoacétcgénes possédant une hydrogénase peuvent intervenir comme
bactéries acétogénes productrices facultatives d'hydrogéne. En effet, lorsque
Acetobacterium woodii est cultivé en continu en présence de méthanogénes utili-
satrices d'hydrogéne, i1 fermente le fructose en deux moles d'acétate et quatre
moles d'hydrogéne (WINTER et WOLFE, 1980).

C - Les bactéries acétogénes productrices obligées d'hydrogéne

Les composés réduits formés lors de la phase hydrolytique et fermentative sont
dégradés en anaérobie, en acétate et en méthane. Les premiers auteurs qui mirent
en évidence ces fermentations pensaient qu'elles étaient réalisées par des bactéries
m3thanogénes particuliéres. _
A partir de cultures hautement purifiées, trois bactéries méthanogénes furent dé-
crites : Methanobacillus omelianskii qui utilise 1'éthanotl (BARKER 1956) et deux
espéces de Methanobacterium, Methanobacterium propionicum et Methanobacterium
subozydens qui dégradent respectivement la propionate et le butyrate (STADTMANN
- et BARKER, 1951). Ces bactéries n'étaient pas pures et, en 1967, BRYANT et al ont
démontré que Methanobacillus omelianskii €tait 1'association syntrophique de deux
espéces différentes : 1'organisme "S" qui transforme 1'éthanol en acétate et en
hydrogéne et une bactérie méthanogéne, Methanobacterium bryantii qui utilise 1'hy-
drogéne. L'organisme "S" fermente en culture pure le pyruvate en acétate, ené&thanol
et en 602 mais n'utilise 1'@thanol qu'en présence d'une bactérie utilisatriced'hy-
drogéne (REDDY et al., 1972). Cette découverte et le fait qu'aucune des mé&tnanogénas
disponibies en culture pure n'utilise, 3 part 1'acétate, des composés & piusieurs

carbones ont conduit a la définition d'un groupe de bactéries physiologiquement
particuliéres. Ces bactéries qui sont appeiées OHPA (Obligate Hydrogen Producing
Acetogenic bacteria) dégradent Tles acides gras volatils a longue chaine, lesalcools
et certains acides organiques en acétate et en hydrogéne. Ces rdactions sont thermc-
dynamiguement défavorables dans les conditions standards (tableau n° 5) mais sont
éxergoniques a faible pression partielle d'hydrogéne.(figure n® 5}. Les OHPA ne
peuvent donc pousser en culture pure et doivent obligatoirement &tre associées & des
bactéries utilisatrices d'hydrogéne.
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Elles peuvent &tre purifiées grdce 3 la technique du tapis qui consiste a
incorporer dans le milieu d'isoiement gélosé des bactéries utilisatrices

d'hydrogéne (méthanogénes ou sulfato-réductrices en présence de sulfate).
Trois nouvelles espéces d'CHPA ont été récemment décrites :

-

- Syntrophomonas wolfei qui oxyde en Tes acides gras veolatils possédant
plus de quatre carbones. Cette bactérie a été obtenue en association avec Methano-
spirillum hungatei et avec une souche de Desulfovibrio (Mac INERNEY et al., 1979 -
1981).

- Syntrophobacter wolinii qui décarboxyle le propionate en acétate, CO2 et
hydrogéne. Cette souche n'a pu étre isolée qu'en association avec une bactérie
sulfato-réductrice. Elle fermente cependant le propicnate sur miiieu dépourvu de
sulfate en coculture avec Methanospirillum hungatei (BOONE et BRYANT, 1980).

- Un bacille anaérobie qui dégrade le benzoate en acétate, COZ’ hydrogéne et
formate. (MOUNTFORT et BRYANT, 1982). La souche a été obtenue en association
avec une suifato-réductrice qui utiiise 1'hydrogéne et le formate mais pas le
benzoate. Sur miiieu pauvre en sulfate, elle dégrade en coculture avec Methano-
spirillum hungatei une mole de benzoate en trois moles d'acétate et 0,75 mole de

méthane. Ces associations syntrophiques n'utilisent pas d'autres composés aromati-
ques, ni d'acides carboxyliques.

A cOté de ces trois espéces qui sont taxonomiquement mal définies, i1 faut soculigner
le réle des sulfato-réductrices comme bactéries OHPA dans les milieux pauvres en
wulfate. Certaines souches de Desulfovibrio et de Desulfotomaculum qui possdédent
une hydrogénase réalisent en effet, en absence de sulfate et en association avec
des bactéries méthanogénes, le méme type de fermentation de 1'éthanol et du lactate
que i'organisme "S" (BRYANT et al., 1977). Récemment, plusieurs nouvelles espéces
sulfato-réductriges utilisant des acides gras volatils et 1'acide benzoique comme
scurce de carbone et d'@nergie ont &té décrites (WIDDEL, 1980). En présence de
sulfate, Desulfobuibus propionicus oxyde le propionate en acétate et C02 et utilise
le mélange H2 - CO2 (WIDDEL et PFENNIG, 1582). Cette bactérie posséde une hydro-
génase et i1 a été suggéré qu'elie pouvait en absence de sulfate, intervenir ccmme
bactérie OHPA d partir du propionate en association avec une méthanogéne (LANNBROEK
et PFENNIG, 1981). Cependant aucune preuve expérimentaie permettant de vérifier
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ou d'infirmer cette hypothése n'existe actuellement.

La physiologie des bactéries OHPA est trés mal connue bien que leur rdle dans
la fermentation méthanique soit fondamental. Leur trés faible taux de crois-
sance rend leur étude difficile. Le temps de génération de Syntrophobacter
wolinii sur propionate est de 87 heures en coculture avec un Desulfovibrio et
de 161 heures en coculture avec Methanospirilium hungatei. Syntrophomonas
wolfei a un temps de génération de 54 heures ou de 90 heures selon qu'ii est

2ss0Cié 3 un Desuljovibrio ou d Methanospirillum hungatet.
Le temps de doublement des sulfato-réductrices sur lactate et sur éthanol est
de quelques heures en présence de sulfate mais est supérieur & 24 heures en

absence de sulfate et en association avec des méthanogénes.

0 - Bactéries méthanogénes

L'acétate et certains composés monocarbonés (H2 - C02, formate, mono-oxyde
de carbone, méthanol et méthylamine) sont les seuls substrats utilisabies par les
méthanogénes. Ces bactéries constituent un groupe philogénétique homogéne et différent
des autres groupes bactériens. Ceci a €té démontré par 1‘'analyse des séquences de
1'ARN ribesomique 16 S (FOX et al., 1977). Selon CARL WOESE (1973), les métha-
nogénes appartiennent avec les thermoacidophiles et les halophiles & une troisiéme
lignée d'étre vivants, les archébactéries, qui serait aussi différente des vraies
bactéries (eubactéries) que des eucaryotes.
Les archébactéries se différencient des eubactéries par la composition de leur
paroi et la nature de leurs lipides membranaires. Leur paroi, quand ells existe
est dépourvue de peptidoglycane et d'acide muramique. Cette propriété permet de
cultiver les méthanogénes en présence d'antibiotiques inhibiteurs de la synthése
de la paroi (pénicilline et dérivés). Les Tipides membranaires sont constitués de
chaines ramifiées avec des liaisons &ther chez les archébactéries et de chaines
linéaires avec des Tiaisons ester chez les eubactéries.



© SUBSTRATS POUR LA CROISSANCE ET
ESPECES ' LA PRODUCTION DE METHANE
METHANOBACTERIUM FORMICTICUM H 2> formate
BRYANTIT ' : H 9
BRYANTIT s.M.0.H.G. : H2
THERMOAUTOTROPHICUM CH,
METHANOBREVIBACTER RUMINANTIUM : H2 , formate
ARBORIPHTLUS : H2 .
ARBOR, 8. AZ : H 2
ARBOR s. VC : H 5

SMITHIT 2 formate

METHANOCOCCUS VANNIELII 23 formate

THZRMOLITHOTROPHICUS '2 , Tormate

H
 H
VOLTAE : H2 , formate
‘ H
H

METHANOMICROBIUM MOBILE 99 formate
METHANOGENIUM CARTACT : Hy, formate
MARISNIGRT : HZ’ formate
METHANOSPIRILLUM HUNGATET : H2, formate
HUNGATET s. GP 1 : H,, formate
METHANOSARCINA RARKERT HZ’ CH30H CF3IH acétate
BARKERI s. 227 HZ’ CH.0H, CH H‘E, acétate
BARKERT s. W . H, CH%OH CHY S5, acétate
BARKERT s. UBS . %2, CHL0H, CrI3NH2, acétate
BARKERT . 7 : Hz’ CH‘3’OH CH: !H,\, acétate
METHANOSARCINA TMI . CHjOH, CHoNA,, acétate
METHANOCOCCUS MAZET : CH30H, CH3NH2, acétate
METHANOTHRIX SOEHNGENII : acétate
METHANOPLANUS LIMICOLA : H2, formate
METHANOTHERMUS FERVIDUS : H2
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BALCH et al. (1979) ont établi une nouvelle classification des bactéries métha-
nogénes en se basant sur les homologies entre les séquences de 1'ARN ribcsomique
16 S. I1s distinguent trois ordres, quatre familles, sept genres et treize
espéces (tableau 6). Depuis cette mise au point taxonomique, Six espaces
nouvelles ont été décrites : Methanccoccus mazei (MAH, 1980), Methanothriz
soehngenii (HUSER et al., 1982), Methanosarcina ™, (ZINDER et MAH, 1979),
Methanococcus thermolithotrophicus (HUBER et al., 1982), Methanoplanus limicola
(WILDGRUBER et al., 1982) et Methanothermus fervidus (STETTER et al., 1932).
Les principales caractéristiques morphologiques et biochimiques des 19 espéces
méthanogénes connues sont résumées dans le tableau n°6 .

La plupart des espéces utilise le mélange H2—C02 (16/19) et le formate (11/19).
Seules quatre espéces, Methanosarcina barkeri, Methanosarcina T, Methano-
ecoccus mazei et Methanothrix soehngenii décarboxylent 1'acétate. Les trois
premiéres fermentent également le méthanol et les méthylamines. Methanococcus
mazei et Methanosarcina TMZ ont été décrites comme n'utilisant pas 1'hydrogéne
mais de faibles croissances de souches thermophiles de Methanosarcina (PETROF,
1982) et de Methanococcus mazei, souche MC3 (TOUZEL, 1982) ont été observées
sur H_2 - COZ'

La réduction du C02 en méthane fait intervenir des déshydrogénases, des trans-
porteurs d'électrons et des réductases. Aucun métabolite intermédiaire n'est
détecté et BARKER (1956) a suggéré qu'un transporteur x était impiiqué dans
les quatre étapes de réduction (figure n° 6). '

Chez les espéces utilisant 1'hydrogéne et le formate,des hydrogénases et des
formate déshydrogénases ont été mises en évidence. Ces enzymes catalysent la
réduction d'un transporteur d'électrons d bas potentiel qui est spAcifique des
méthanogénes, le F 420 (EIRICH et al., 1979). Ce coenzyme a &été découvert par
CHEESEMAN. Sa structure qui fut déterminée par EIRICH est prcche de celle du
FMN (Flavine mononucléotide). I1 interviendrait uniquement dans les trois pre-
miéres étapes de réduction. Le F 420 est fluorescent sous sa forme oxydée et
cette propriété est utilisée pour 1a mise en évidence des m&thanogénes sous
microscope en fluorescence. (HUTSCHEMARCKERS et al., 1982). La découverte

du coenzyme M par MAC BRIDE et WOLFE (1971) a confirmé 1'hypothése de BARKER
sur la présence de transporteurs. Le coenzyme M est 1'acide 2 mercapto-éthane
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sulfonique (H S - CH2 - CH2 = 503) (TAYLOR et al., 1974). I1 intervient comme
transporteur de chainons monocarbonés dans les deux derniéres étapes de la
réduction ol il est alors sous les deux formes : CH3 - S - CoM et HO - CH2 -~ S
CoM. Le coenzyme M est présent chez toutes les méthanogénes et est un facteur
de croissance chez Methanobacterium ruminantium (TAYLOR et al., 1S74).

Un systéme enzymatique soluble, 1a méthyl CoM réductase contenant une hydro-
génase catalyse, en présence d'hydrogéne, la réduction du méthyl CoM en méthane.
Cette réaction nécessite la présence de Mg et d'ATP. Ce dernier joue uni-
quement un rdle catalytique. Le CO2 est un activateur de la méthyl CoMréductase
(RPG effect) et WOLFE (1979) a suggéré que 1a réduction du méthyl CoM était
couplée avec 1'activation du COZ' ’

De nouveaux cofacteurs (F 430 et F 342) ont été récemment mis en évidence
(DIERKERT et al., 1981). Leur role reste cependant & déterminer.

La réduction du CO2 en méthane est couplée avec la synthése d'ATP par un méca-
nisme de type ETP (THAUER et al., 1977). Les méthanogénes ne possédent ni qui-
none, ni cytochrome. Elles se distinguent ainsi des autres micro-organismes qui
produisent leur ATP par ETP.

Le méthane produit & partir de 1'acétate provient du groupement méthyl. Ceci

a été démontré grace & 1'utilisation d'acétate radioactif marqué sur le carbone
2. (STADTMANN et BARKER, 1949). La conversion de 1'acétate et du méthanol en
méthane passe par 1'intermédiaire du méthyl CoM (SMITH et al., 1980).Lla maniére
dont les méthanogénes acétoclastes produisent leur ATP est encore mystérieuse.
La décarboxylation de 1'acétate n'est pas suffisamment exergoniaue (-7,5 Kcal/
mole) pour permettre la formation d'une liaison riche en énergie et la synthése
d'ATP par SLP. Plusieurs faits expérimentaux suggérent que la formation d'ATP
serait réalisée par un mécanisme chémic-osmotique. Une baisse rapide du pH extra-
cellulaire induit la formation d'ATP chez Méthanosarcind barkeri. Les agents dé-
couplants (dinitrophéncl, "pentachlorophénol)inhibent la synthése d'ATP chez les
acétoclastes. Plusieurs hypothéses expliquant la formation d'ATP par un gradient
de protons ont été émises (WOLFE, 1979 ; MOUNTFORT, 1978).
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Les méthanogénes ont des exigences physiologiques trés strictes vis-a-vis

du milieu. Le pH doit étre proche de la neutralité et le potentiel rédox-
inférieur 3 -350 mV. Le sulfure est la seule source de soufre utilisée. La
plupart des espéces peuvent étre cultivées sur un milieu exclusivement mi-
néral mais la présence d'extraits de levure ou de trypticase stimule cependant
leur croissance.

Aucune acétoclaste poussant a une températuré supérieure a 60° C n'a éteé
décrite mais on connait des extrémes thermophiles qui utilisent H2_—CO2 a plus
de 70° C.

Les temps de génération sur hydrogéne et CO2 sont d'environ 10 heures. Sur
acétate, Methanosarcina barkeri et Methanococcus mazei ont un taux de crois-
sance relativement élevé (environ 24 heures de temps de doublement) mais une
faible affinité pour le substrat. Au contraire, Methanothrix soehngenii pos-
séde des temps de génération trés lents (10 jours) mais une forte affinité
pour 1'acétate.

IT - INTERACTION ENTRE LES DIFFERENTES POPULATIONS BACTERIENNES

Les intéractions entre les différentes populations bactériennes présentes
dans un aigesteur ont une importance fondamentale sur la stabilité de la fer-
mentation méthanique. La régulation du pH et de la pression partielle d'hydrc-
géne est assurée par l'activité des bactéries méthanogénes. La conversion de
1'acétate en méthane permet d'éliminer 1'acidité produite par Te métabolisme
des bactéries fermentatives. Le maintien d'une faible pression partieile d'hy-
drogéne est indispensable pour la croissance des bactéries OHPA. Si 1'activité
des méthanogénes est insuffisante pour absorber le flux d'acétate et d'hydro-
géne, on assiste & une baisse du pH, d une accumulation d'acides gras volatils
et & un blocage de la méthanogénése.

Des intéractions nutritionnelles entre les bactéries ont été mise en évidence
dans les digesteurs et dans le rumen. De nombreuses souches nécessitent des
facteurs de croissance {vitamines, acides aminés, acides gras ramifiés...).

Ces facteurs de croissance sont présents dans le jus de rumen et les surnageants

de digesteurs et. seraient excrétés lors de la croissance de certaines espéces.
(ZEIKUS, 1979).



IIT - COMPETITION ENTRE BACTERIES SULFATO-REDUCTRICES ET BACTERIES
METHANOGENES

La réduction du sulfate en sulfure (-36,4 Kcal/mole) est plus exergonique
que la réduction du CO2 en méthane (-31,3 Kcal/mole). Dans les écosystémes anaé-
robies, la méthanogénése est inhibée par la présence de sulfate (WINDEREY et
ZEIKUS, 1977). La compétition entre les bactéries sulfato-réductrices et métha-
nogénes se situe au niveau de 1'acétogénése et de 1'utilisation de 1'hydrogéne,
du formate et de 1'acétate : presque toutes les sulfato-réductrices fermentent
le lactate et 1'@thanol en acétate, Desulfobulbus propionicus décarboxyle le
propionate en acétate (WIDDEL et PFENNIG, 1982) et Desulfotomaculum acetozydans
oxyde complétement 1'acétate et le butyrate en CO2 (WIDDEL et PFENNIG, 1977).
Certaines souches utilisent également 1'hydrogéne et le formate (BADZIONG etal.,
1978).

Les concentrations en sulfate dans les digesteurs anaérobies sont en général

faibles et 1'inhibition de Ta méthanogénése par les sulfates est surtout observée
dans certains &co-systémes comme les sédiments.

Les sulfato-réductrices ne fermentent pas le méthanol et les méthylamines.
OREMLAND et al. (1982) ont mis en évidence dans les sédiments, une production
simultanée de méthane et de sulfure en présence de ces composés.



CHAPITRE 11

MATERIELS ET METHODES




I - ORIGINE DES POPULATIONS BACTERIENNES ETUDIEES

Les numérations et les isolements sur lactate ont &té réalisés & partir de
quatre digesteurs de laboratoire A, B, C et D et les enrichissements sur &thanol
et propionate a partir du digesteur D. Tous les fermenteurs ont &t& inoculés avec
des boues de digesteurs urbains et cont &té conduits & 35° C. Les milieux d'ali-
mentation de ces quatre digesteurs sont :

- Digesteur A : milieu synthétique contenant du saccharose, du lactate
et des acides gras volatils.

- Digesteur B : eau recyclée de fabrication de panneaux de fibres de
bois. Les substrats carbonés sont principalement des oses et des hémicelluloses
partiellement hydrolysées.

- Digesteur C : vinasses de vin blanc concentrées et détartrées,
riches en lactate et en glycérol. La population bactérienne a été fournie par
A. BORIES de la station de technologie végétale de Narbonne.

- Digesteur D : eau de blancheur de petits pois. Les substrats carbonés
sont essentiellement des glucides de faible poids moléculaire (saccharose, glucose,
fructose).

IT - TECHNIQUES D'ISOLEMENT ET. DE CULTURE DES BACTERIES

Les isolements et les numérations sont réalisés suivant les cas sur boites
de pétri en chambre anaérobie (FORMA SCIENTIFIC 1024) sous atmosphére de NZ’
COZ’ H2 (75/15/10) ou en roll tubes selon la technique de HUNGATE modifiée par
MILLER et WOLIN (1973). Cette derniére technique est également appliguée pour la
culture des souches en milieu liquide en flacons pénicilline de 16, 25, 50 et 125 ml

et en tubes de culture de 18_x 160. Tous les isolements et toutes les cultures sont
réalisés a 35° C.

11T - MILIEUX DE CULTURE

Le milieu CBBM (carbonate buffered bas al medium) est utilisé comme milieu
de base (ZEIKUS et WOLFE 1973). Sa composition par litre est la suivante :
sojution macrominérale (KH2 P04, 6 g/1 ; Na Cl, 12 g/1 ; Mg SO4 H O 2,4 a/1
Ca 012, 2 H G 1,6 ¢/1)'50 mi, solution d'oligo-éléments (Fe RUE 7 H 0, 0, 1 q/] H
Mn C12, 4 HAO 0,1 g/1 ;5 Ca Clz, 6 HZO’ 0,17 g/1 ; Co Clz, 2 HZO 0,1 g/l ; In C\Z,
0,1 g/1 ; Cu C]z, 0,02 g/1 ; H3 803, 0,01 g/1 ; Na molybdate 0,01 g/1 5 Na C1, 1 g/1 ;
Na, Se O

9 30 0,017 g/1 ; Ni 804, 6 HZO’ 0,026 g/1 ; acide nitrilotriacétique, 12,8 g/1
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Figure n® 1 : Schéma du sytéme de culture continue pour bactéries anaérobies
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neutralisé a pH 6,5 avec KoH) 10 m1, solution de vitamines (biotine, 2 mg/1 ;
acide folique, 2 mg/1 ; 86 (pyridoxal), HCL,0,1lmg/1 B1 (thiamine), HCL, 5 wmg/1 ;
82 (riboflavine), 5 mg/1 ; acide nicotinique (niacine), 5 mg/1 ; acide pantothé-
nigque, 5 mg/1 ; 812, cristalline (cyanocobalamine), 0,1 mg/1 ; PABA (acide para-
aminobenzoique), 5 mg/1 ; acide lipoique, 5 mg/1) 10 ml, NH4 Cl, 1 g, resazurine
(0,1 %) 1 ml. La concentration de bicarbonate a &té modifiée pour obtenir un pH

de 7,3 sous une atmosphére de CO2 de 15 % (milieu BM, KHCO, = 4,5 g/1) et de 100 %
(milieu BC, KHCO3 = 30 g/1).

Le milieu BY est le milieu BM supplémenté avec 0,5 g/1 d'extrait de levure. Pour
T1'isolement et la caractérisation de la souche X4,-]e milieu BC est supplémenté
avec 0,5 g/1 d'extrait de levure (milieu BCY) et 0,5 g/1 d'extrait de levure et

5 % de jus de rumen (milieu BCR). Le milieu de base BS pour les bactéries sulfato-
réductrices est le milieu BM dépourvu de NH4 C1 et supplémenté avec (NH4)2, 304,
1,24 g/1 et Na2 504, 1,24 ¢/1. Le milieu BYS est 1le milieu BS additionné de0,5 g/1
d'extrait de levure. Les milieux d'isolement gélosés contiennent 15 g/1 d'agar
(Merck référence 1614). Les sources de carbone et la solution réductrice (Cysteine
HCl, 1,25 %, Na2 S, 1,25 %) sont autoclavées séparément dans des flacons pénicil-
1ine sous atmosphére d'azote et ajoutées stérilement au milieu.

3

IV - CULTURE EN CONTINU

Le dispositif expérimental représenté sur la figure n°1 a &té concu de maniére
a limiter les risques de contamination microbienne et de diffusion de 1'oxygéne.
Toutes les canalisations sont en inox (1/8 pouce) ou en caoutchouc butyl (diamétre
intérieur 6 mm). La régulation du débit d'alimentation est assurée par une pompe
doseuse (1) (BRAUH Fe 211) a membrane avec une téte en inox autoclavable. Lemilieu
d'alimentation (& litres) est préparé, stérilisé et réduit dans un flacon en pyrex
de 10 litres (2). I1 est maintenu sous une 1&gére surpression d'un mélange gazeux
N2 - CO2 (85/15). Le réacteur (3) dont le volume utile est de 350 ml est en pyrex
avec une double enveloppe reliée & un bain-marie thermostaté (4). L'homogénéisation
du milieu est réalisée par un barreau aimenté et un agitateur magnétique (5). Le
milicu neuf est introduit dans le réacteur goutte 3 goutte & travers une aiguilie
piquée dans un bouchon en butyl (6). Une ampoule (7) située avant 1'aiguille permet
d'éviter une remontée des bactéries dans les canalisations et le milieu d'alimen-
tation. Un raccord en inox (8) est situé entre le réservoir de milieu neuf et la
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pompe d'alimentation. La membrane de la pompe (9) peut donc étre facilement
remplacée en maintenant le reste du systéme stérile et anaérobie. Le milieu fer-
menté est évacué par débordement et tombe dans le séparateur gaz-liquide (10). I1
est finalement récupéré dans un erlenmeyer stérile (11) aprés un passage dans un
syphon (12) qui intervient comme joint hydrolique empéchant la diffusion de 1'oxy-
géne dans le systéme. Le voiume de gaz produit est déterminé grdce & un compteur (13)
a jmpulsion (MOLETTA et ALBAGNAC 1982). En cas de production de gaz, tout le dis-
positif est sous une 1égére surpressionde quelques centimétres d'eau (h - h').

V - DETERMINATIONS ANALYTIQUES

- Dosage des acides gras volatils et des alcools

I1s sont dosés par chromatographie en phase gazeuse sur un chromatographe
(Varian 3700) équipé d'un détecteur a ionisation de flamme. La colonne en acier
inoxydable (1/8" x 8') est remplie avec du chromosorb W.AW.DHCS 100 - 120 mesh
imprégné de 25 % de NPGA (néopentylglycoladipate) et de 2 % d'acide phosphorigue.
Le gaz vecteur est de 1'azote saturé en acide formique. Son débit est de 30 m]
par minute.

Les AGV sont dosés en isotherme & 130° C. Une programmation linéaire de température

entre 80° C et 130° C pendant 10 mn permet de séparer les alcools et les AGY.

- Dosage du lactate et du succinate

Ils sont dosés par chromatographie liquide haute pression avec un détecteur
UV a 210 nm (Waters). La colonne & compression radiale (radial pack C18) a une

granulométrie de 10 pm. L'@Jution est réalisée par un tampon phosphate 0,2 M &
pH 3.

- Dosage des gaz

L'analyse des gaz est effectuée sur un chromatographe Pye Unicam GCD équipé

d'un détecteur a conductivité thermique. La colonne en acier inoxydable est remplie
de Porapak S. La séparation est réalisée en isotherme & 50° C.
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- Détermination du carbone minéral

Les tubes de culture scellés sont alcalinisés par 1'injection de Na OH 1 O N
(5% v/v) afin de piéger sous forme de carbonate tout le CO2 présent dans 1'atmos-
phére du flacon. La concentration en carbone minéral est ensuite déterminée sur un
analyseur & infrarouge (HORIBA - PIR 2000).

- Dosage de 1'acide formique

L'acide formique est dosé par une méthode colorimétrique (LANG 1972). Dans
une solution de propanol et d'anhydride acétique, 1'acide formique réagit avec
1'acide citrique en donnant une coloration rouge. La lecture se fait & 515 nm.

-~ Détermination de la croissance

La croissance est déterminée en mesurant 1'augmentation de 1'absorbance a
550 nm pour les milieux réduits et & 680 nm pour les milieux oxydés contenant de
la resazurine. Les croissances dans les tubes de culture anaérobie de 18 x 160
sont mesurées directement en insérant les tubes dans 1a cellule de Tecture du
spectrophométre (JEAN et CONSTANT - PROLABO).

- Dosage des sulfures

Ils sont dosés ionométriquement & 1'aide d'une électrode spécifique (ORION).

VI - INDENTIFICATION DU CYTOCHROME C

Les cellules (1 g) sont récupérées aprés centrifugation du milieu de culture
et resuspendues dans 3 ml d'eau distillée a 0° C. Elles sont broyées dans une
presse de FRENCH & 20 000 psi . Les extraits acellulaires sont dilués 50 fois
dans un tampon tricine KoH 50mM & pH 7,6. Les deux cuves (référence et mesure)
sont remplies avec de 1'extrait dilué. Le cytochrome C est réduit dans la cuve
de mesure par 1'addition de quelques cristaux de Na2 S 04 avant la réaiisation du
spectre de différence (BADZIONG et al., 1978).
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VII - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE *

- Coloration négative

Une goutte de culture bactérienne est déposée sur une grille parlodionée
et carbonée pendant 30". Aprés séchage les bactéries sont colorées par une solution
alcoolique d'acétate d'uranyle a 50 % pendant 30" et séchées de nouveau. lLes
observations sont réalisées sur un microscope HITACHI HS 75.

- Coupes

Les cellules bactériennes sont fixées pendant deux heures par la gluta-
raldehyde 1,2 % en tampon cacodylate 0,07 M (pH 7,3) contenant du rouge de ruthe-
nium 0,05 %. Elles sont lavées (une heure) par un tampon cacodylate 0,1 M avec du
rouge de ruthenium 0,075 %. La postfixation (trois heures) est réalisée a 1'acide
osmique 1 % en tampon cacodylate 0,1 M. L'inciusion a &té pratiquée en EPON aprés
déshydratation par les alcools croissants et passage dans 1'oxyde de propyléne.
Les coupes sont effectuées au PORTER BLUM et observées aux microscopes HITACHI
HS 75 et JEOL EM 120C aprés avoir été contrastées a 1'acétate d'uranyle et au
citrate de plomb.

% toute la partie concernant la microscopie électronique a &té réalisée par le
Dr PRENSIER du laboratoire de microscopie électronique de 1'université des
sciences et techniques de LILLE



CHAPITRE 111

RESULTATS



DIGESTEUR

f BACTERIES UTILISATRICES:

BACTERIES

f\/\’\f\/\f\/‘\/‘\/\/—\f\/\{

DE LACTATE SULFATC-REDUCTRICES
A milieu synthétique sac- 8 8
charose lactate AGY 8.10 1,5.10
E effluent de panneaux de 5.108 non
fibres de bois : déterminé
C vinasse de vin blanc dé- 8 8
tartrée et concentrée 5.10 2,4.10

Tableau n° 1

: Numération des bactéries utilisatrices de lactate
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I - ISOLEMENT

A - Isolement et numération de bactéries utilisatrices de lactate

La concentration des bactéries utilisatrices de lactate a été déterminée
par dilutions sérielles dans trois différents digesteurs de laboratoires (ta-
bleau n® 1). Sur le milieu BY lactate gélosé, les numérations furent réalisées
en chambre anaérobie et ont toutes donné des résultats voisins de 5.10 bac-
téries par ml de contenu de digesteur. Le déncmbrement sélectif des bactéries
sulfato-réductrices est effectué en roll tubes (tubes roulés) en comptant ies
colonies noires sur le milieu BYS lactate gélosé. Leur concentration est de
2.10 bactéries par ml dans les digesteurs A et C. Ces résultats sont a com-
parer avec les 5.10 bactéries par ml que 1'on observe par comptage direct au
microscope aprés coloration a 1'acridine orange. Les bactéries utilisatrices de
lactate représentent donc au moins 10 % de la microflore des digesteurs étudiés.
Douze souches fermentant le lactate ont été isolées et purifiées soit & partir
des colonies présentes sur les dilutions 1077 et 107 % (digesteurs A, B et C),
soit par @puisement & partir du digesteur . Ces souches ontété classées en six

groupes en fonction de leurs caractéristiques morphologiques principales et de
leurs spectres fermentaires {tableau n° 2).

B - Enrichissement et isolement sur &thanol

1 - Enrichissement sur éthanol

O e - . - - " —— o ———

Trois enrichissements ont €té réalisés & partir du méme digesteur anaérobie
avec des transferts toutes les semaines. Les produits de fermentation de 1'éthancl
sont différents suivant les conditions de culture (tableau n°® 3). De fortes con-
centrations en éthanol et en extrait de levure ont permis de s&lectionner une
fermentation de type Clostridium kluyveri (MEI). Par contre, pour de faibles con-
centrations en éthanol et en extrait de levure on observe une fermentation pro-
pionique avec un faible inoculum et une atmosphére de 100 % de CO2 (ME3) et une
fermentation homoacétique couplée avec une production de méthane avec un fort ino-

culum et une atmosphére de N 002 85/15 (ME

A partir de 1'enrichissement MEZ, des dilutions sérielles furent inoculées en
roll tubes. Sur milieu BYS &thanol des colonies noires apparaissent en trois jours.
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Figure N°® 1 : Petites colonies de 1la
souche X, entourant une colonie de

la souche X8 sur milieu BCY éthanol

igure N° 10 : Morphologie de la
souche X, (microscope & contraste

interférentiel)

: Morphologie de la

Figure N° 7
(microscope & contraste

souche X
interférentiel)

/%Z%%%
Figure N° 26 : Morphologie de la
souche FP (microscope & contraste
interférentiel) :
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Deux souches sulfato-réductrices RE1 et RE26 furent isolées et purifiées. Sur
milieu BY éthanol avec un tapis de Methanobrevibacter AZ, on observe, aprés un
mois d'incubation, des colonies crémes formant parfois des poches de gaz dans la
gélose. Ce type de colonies n'apparait pas sur le milieu témoin BY sans éthanol,
A partir d'une colonie gazogéne, nous avons purifié une souche AEI' Cette souche
pousse en culture pure sur milieu BYS &thanol et parait semblable & la souche

RE26 .

Pttt s u it ey i Sped SR g Sl prlihaip gAY A aauhi iy A buueut e

L'enrichissement ME3 fut maintenu sur Te méme milieu avec des transferts heb-
domadaires. Aucune croissance n'est observée aprés un choc thermique de 10 mn &
80° C ou en absence d'extrait de levure. Des dilutions sérielles furent inoculées
en roll tubes sur milieu BCY gélosé avec et sans é&thanol. Dans les deux cas on
observe des colonies blanches irréguliéres jusqu'a la dilution 107 . Descolonies
jaunes réguliéres apparaissent jusqu'a la dilution 107" uniquement sur e milieu
BCY éthanol. Une souche dénommée X8 a été purifide a partir des colonies blanches
irréguliéres. Elle ne fermente pas 1'@thanol et pousse sur 1'extrait de levure.
Une colonie jaune réguliére fut prélevée sur la dilution 10™® et mise en suspensicn
dans un tube de milieu liquide. Des dilutions sérielles furent réalisées immédia-
tement 3 partir de ce tube et inoculées sur quatre milieux géiosés différents :
BCY, BCY éthanol, BCY éthanol préincubé avec une culture de X8 et BCR éthanol {ta-
bleau n° 4). Des colonies jaunes réguliéres sont retrouvées & la dilution 107"
seulement sur les milieu BCR éthanol et BCY éthanol préincubé avec la souche X&.
Sur les milieux BCY, BCY &thanol et BCR éthanol, on observe environ 102 colonies
blanches réguliéres. Sur milieu BCY éthanol, ces coionies sont entourédes de petites
colonies jaunes dont la taille décroit en fonction de la distance qui les sépare
de la colonie blanche centrale (figure n° 1). Ces faits indiquent clairement que le
développement des colonies jaunes nécessite la présence d'un facteur de croissance
produit par la souche X8 et qui est présent dans le jus de rumen. L'isolementd'une
souche pure X4 put étre réalisée a partir des colonies présentes sur la diiution
107" sur le milieu BCR &thanol. Contrairement i la souche XS’ 1a souche X4 Ter-
mente 1'éthanol en acétate et propionate. B



. ‘ CONDITION DE CULTURE :
“NRICHISSEMENT: - - : : PRODUITS
N° : . Extrait de . o g FINAUX
Ethanol mM levure g/1 :Phase gazeuse : Inoculum % :
. . Butyrate
ME1 100 1 N2/CO2 : 2 : +
: : Caproate
. . . . . Acétate
. ME2 : 30 : 0,2 : NZ/CO2 : 20 : C;
. . 4
. . . Acétate
ME3 : 30 : 0,2 : CO2 2 +
. . . Propionate

Tableau n°® 3 : Produits de fermentation de 1'éthanol par trois enrichissements obtenus i
partir du méme digesteur anaérobie.

( " COLO EES )
- : NIES RETROUVEES . COLONIES RETROUVEES
% MILIEU GELOSE ‘A LA DILUTION 1071 ° A LA DILUTION 10 g
~§”BCY 8 colonies blanches - %
% . : 312 colonies blanches en-f g
( BCY é&thanol .tourées de petites colo-: - )
( ‘nies jaunes . )
( a1+ A4 & . . )
g gszce$2agglcgge;gcube : - : 3 colonies jaunes ;
gBCR éthanol f 13 colonies blanches f 5 colonies jaunes %

Tableau n® 4 : Purification de la souche X4 sur différents milieux gélosés

P N D R L e e o
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C - Enrichissement et isolement sur propionate

- —— o - o tor o o by - —

=

Un enrichissement réalisé a partir de digesteur anaérobie a &té maintenu sur
milieu BM propionate pendant un an avec des transferts de 10 % (v/v) toutes les
Six semaines. Le propionate est entiérement utilisé et le CH4 et le C02 sont
les seuls produits finaux. Aprés stabilisation de 1'enrichissement la masse bac-
térienne présente un aspect cotonneux et le milieu de culture reste Timpide.
L'examenmicroscopique permet d'observer de longs filaments qui, entrecroisés les
uns avec les autres, Torment un réseau serré emprisonnant une population variée
de bactéries. Lorsque 1'enrichissement est transféré sur milieu BM acétate, on
obtient la croissance du filament et une décarboxylation de 1'acétate en méthane.
Cette bactérie méthanogéne se rapproche par ses caractéristiques morphologigueset
biochimiques de Methanothrixz soehngenii (HUSER et al., 1982) dont aucune culture
pure n'est actuellement disponible. Par une série de dilutions sérielles sur mi-
Tieu BY acétate contenant 0,1 g/1 de vancomycine nous avons pu obtenir une cui-
ture hautement enrichie du filament. Cette culture dénommée FE n'est pas absolu-
ment pure mais peut cependant étre utilisée pour des études physiologiques et
pour réaliser des associations bactériennes. Aucune croissance n'est en effet
observée aprés inoculation de la culture FE sur des.milieux contenant de 1'extrait
de levure, des acides aminés et différentes sources de carbone (glucose, lactate,
éthanol, propionate).

A partir de 1'enrichissement sur propionate, des dilutions sérielies ont été
inoculées en roll tubes sur milieu BYS gélosé avec et sans propionate. Onobserve
aprés trois semaines d'incubation, des colonies noires a Ta diiution 1075 unique-
ment sur le milieu BYS propionate. A partir de ces colonies, nous avons isolé et
purifié une souche FP qui utilise le propionate en présence de suifate dans le
milieu. Nous avons également réalisé des isolements a partir des mémes dilutions
en incorporant des bactéries utilisatrices d'hydrogéne dans la gélose afin de pou-
voir isoler des organismes syntrophes. Les souches isolées sur milieu BYS propio-
nate avec un tapis d'une souche de Delsufovibrio (MADISON STRAIN) qui utilise

1'hydrogéne mais pas le propicnate sont semblables @ 1a souche FP. Rucune bactérie

fermentant le propionate n'a pu étre isolée sur le milieu BY propionate enprésence
d'un tapis de Methanobrevibacter AZ.



¢ SOUCHES %

( SUBSTRATS :

( L, oL B,

( 1 : 5 1 )

( )

( Glucose + + - )

% Mannitol + + - g

( Saccharose + - - )

g Maltese + + - g

( Xylose + - - )

% Arabinose + - - %

( Cellobiose + - - )

E Glycérol + - - ;

Tableau n® 5 : Substrats fermentés par les souches
L,y Lp et B
1° 75 1

{ : : : ) ; T
( substrat : Do : pH final : Produits finaux en mM §
{ acétate : propionate : Tlactate )
{ . . . . . )
(  Glucose 25 mM 2,5 ) . 9 : 69 : 13 )
g lactate 50 W4 : 1,2 : 6,9 . 14,5 . 35 L. g

Tableau n® 6 : Fermentation du lactate et du glucose par la souche Ll

o
/0 L

(qui) i : i Produits finaux en mM ;
substrats f bo f PH f acétate fPropionate f butyratef va]ératef'caproatef H2*';

: : : : : : )

~Lactate (50) : 0,45 6,8 20,5 21 : 3 : 2,5 ¢ - 148 %)
| : : : : : : )
Glucose (25) : 1,3 6,2 10,5 1 : 11 : 0,9 2,3 58 %)

: : : : : : )

% pourcentage dans la phase gazeuse

Tableau n° 7 : Fermentation du lactate et du glucose par la souche L5.
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IT - CARACTERISATION DES ISOLATS

Neuf souches représentatives des voies de dégradation du lactate, de 1'é-
thanol et du propionate ont été caractérisées. Elles ont été regroupées suivant
le type de fermentaticn qu'elles réalisent :

- fermentation propionique (souches Ll’ L5, Bl’ X4)
- fermentation butyrique (souche BZ)
- fermentation acétique (souches sulfato-réductrices CP E., RE

62 REys RE;p et
FP).

A - Bactéries propioniques

1 - Bactéries isolées sur lactate

La formation de propionate a partir de lactate est réalisée par différentes
espéces bactériennes. Nous avons identifié des souches appartenant aux genres

Clostridium, Propionibacterium, Megasphaera et Treponeme.

- souche Ly : (Propionibccterium sp. )

La souche L1 utilise le lactate, le giycérol et une grande varistd
de sucres (tableau n° 5). Les relations entre la croissanceé et les produits de
fermentation sur lactate et sur glucose sont indiqués sur Te tableau n° 6. On cb-
serve sur glucose une production d'acétate, de propionate mais également de lac-
tate.

La souche L1 peut &tre cultivée sur le milieu minéral BM. L'addition d'extrait
de Tevure stimule toutefois la croissance (figure n® 2). Le temps de génération
est de 15 heures sur milieu BM lactate et de 9 heures sur milieu BY lactate (con-

tenant 0,5 g/1 d'extrait de levure). Le pH optimum se situe entre 6,9 et 7,5
(figure n° 3).

- souche B1 : (Clostridium propionicus)
A part le lactate, la souche B1 n‘utilise aucun des composés testés
(tableau n° 5). Elle réalise une fermentation propionique classique du lactate.
I1 faut noter le faible rendement de croissance (0,31 unité de DO pour 50 mM de
lactate fermenté). L'extrait de Tevure est indispensable 3 la croissance. Le temps

de génération de la scuche B1 sur milieu BY lactate est de 9 heures (u=0,0741 h™})
(figure n°4),
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Figure n® 2 : Influence de 1a concentration en extrait de levure (O 0 g/1 ;
* 0,25 g/1 5 % 0,5 g/1 ; a1 g/1) sur les cinétiques de
croissance de la souche L1 sur lactate.
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Figure n° 3 : Influence du pH sur le taux de croissance de la souche L

milieu BM lactate. 1
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Figure N° 8 : Morphologie de la souche X, en coloration négative

(grossissement x 7 500) 4

e o

Figure N° 5 : Coupes fines de la souche X4 observées en microscopie
électronique



: Morphologie de la souche X8 en coloration négative

Figure N° 9 :
(grossissement x 9 000)
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observées au microscope

Figure N° 6
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de la souche X
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- souche L5 : (Megasphaera elsdenit)
La souche L5 fermente le lactate, le glucose, le mannitol et le

maltose en hydrogéne, en CO2 et en un mélange d'acides gras volatils (C2 et 06).
On observe une variation dans les rapports entre les produits finaux selon que
la souche est cultivée sur glucose ou sur lactate (tableau n° 7). Les princi-
paux produits de fermentation du lactate sont 1'acétate et le propionate. Le
glucose est par contre converti principalement en acétate, butyrate et capro-
ate. La souche L5 ne peut étre cuitivée qu'en présence d'extrait de levure dans
le milieu. Son temps de génération sur milieu BY lactate est inférieur a 4
heures (1=0,195 h™')(figure n° 4).

2 - Bactéries isolées sur éthanol

-

Les deux souches X4 et X8 isolées & partir de 1'enrichissement ME3 sont mor-
phologiquement peu différentes. Ce sont deux bacilles anaérobies stricts non
sporulés et gram négatif. La structure de type gram négatif des parois des deux
souches est confirmée par 1'examen au microscope électronique (figures n® 5 et
n® 6).

Les cellules de la souche X4 apparaissent isolées ou associées en courtes chaines.
La taille moyenne d'une cellule est de 0,6 x 1,4 um (figure n® 7). L'examen au
microscope électronique de coupes longitudinales montre 1'absence de septum dans
les chaines qui paraissaient constituées de plusieurs éléments en microscopie
optique. Les cellules présentent des formes assez irréguliéres mais ces morpho-
lTogies anormales scnt peut &tre dues au fixateur ou & une contrainte mécanique.
Bien que la souche X4 ne paraisse pas mobile au microscope optique, desflagelies
ont cependant pu étre mis en évidence par examen en microscopie électronique en
coloration négative (figure n° 8). Les cellules de la souche X8 sont isolées ou
en paires. Elles sont mobiles et possédent plusieurs flagelles (figure n°® 9).

La taille moyenne d'une cellule est de 0,8 x 2 um {figure n° 10).

Les deux souches X4 et X8 se différencient par leur sensibilité & différents an-
tibiotiques. La souche X4 est résistante & 1'ampicilline (100 mg/1) & la néomycine
(50 mg/1) et & la D-cyclosérine (100 mg/1) et sensible a la vancomycine (100 mg/1)
et 3 la bacitracine (30 mg/1). La souche X8 est seulement résistante 3 1'ampicil-
Tine et 3 la D-cyclosérine.

Aucune des deux souches ne fermente le lactate, le fumarate, le méthanol et le

butanol. La souche X8 utilise le glucose, le pyruvate et le mélange H, - CO2 3
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Figure n° 4 . Cinétiques de croissances des souches L (%) et B, (&) sur
milieu BY lactate 5 1

SOUCHE X, : SOUCHE Xg
SUBSTRATS : : : Produits (amM) f 1 ‘Produits (AmM)
(mM) . DO . ; . DO - ;
. aceétate . propionate X acétate
lucose (16) 0 : - 2 - : 1,04 : 47,8
ylose (20) ° 0,2 : 11,00 ¢ 9,6 : 0 : -
* : : ‘ : :
, - €0, i 0 : - : - : 0,15 : 15,7
vruvate (50) ° 0,29 : 34,8 : 15,4 : 0,38 : 35,7
thanol (30) ° 0,21 : 11,5 : 16,9 ; 0 : -
ropanol (30) ° 0,07 ; 0 : 6,7 : 0 : -

vopanol (30) ° : : ' : -
+ ; 0,14 : - 8,3 . 22,0 . 0 . -
\cétate (30) . . . .
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<E§o5 Jableau n? & : Substrats fermentés par les souches X, et Xg
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Figure n® 11 : Cinétique de dégradation de 1'éthanol par la souche7X4 sur milieu
BCY préincubé avec la souche X,. . '
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Figure n® 12 : Cinétiques de croissance de 1a souche X, cultivée seule ou en as- _
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Figure n° 13 : Influence du pH sur Te taux de croissance de la souche~82
sur lactate (« ) et sur méthanol ( x).
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Figure n°® 14 : Influence du pH (46,0 ; % 6,5 ; ® 6,9 ;@ 7,3 ; +7,6; % 7,9)
sur les cinétiques de croissance de la souche 82 sur milieu BM
méthanol.
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1'acétate est le seul produit détecté. La souche X4 fermente 1'éthanol, le pyru-
vate et le xylose en un mélange d'acétate et de propicnate. La croissance sur
propanol nécessite la présence d'acétate dans le milieu et le propionate est alors
le seul produit formé (tableau n® 8). La figure n° 11 montre les relations entre

la croissance de la souche X4, la consommation d'é&thanol et la production d'acétate
et de propionate. Les bilans expérimentaux de fermentation de 1'éthanol et du pro-
panol sont :

15,5 propanol + 8,3 acétate + §,3 CO2 22 propionate
28,8 éthanol + 15 CO2 11,5 acétate + 16 propionate

Des cinétiques de croissance ont permis de confirmer la dépendance nutritionneile
de la souche X4 pour un facteur de croissance (figure n® 12). Sur le milieu BCY
éthanol, 1a croissance de la souche X4 seule est trés faible. Lorsque les souches
X4 et X8 sont inoculées simuitanément on observe une croissance en deux phases.
La : comparaison avec 1'absorbance initiale de la cuiture préincubée de X8 sur BCY
éthanol suggére que la premiére phase est due & la croissance de la souche X,
pendant 45 heures et la deuxiéme & celle de la souche X4 a partir de la soix;nte
cinquiéme heure. La souche X8 fournit le facteur de croissance nécessaire 3 la
souche X4. Ce facteur est présent dans le jus de rumen car la souche X4 pousse
trés bien sur milieu BCR éthanol avec un temps de génération de 6 heures. L'aug-
mentation de la concentration en jus de rumen (10, 20, 40, 100 %) n2 se traduit
pas par un accroissement du taux de croissance.

B - Bactéries butyriques : étude physiologique de la souche B,

Des bactéries productrices de butyrate ont été isolées uniquement sur lactate.
Toutes les souches purifiées appartiennent au genre Eubacterium et seule la souche
82 a éte étudiée.

1 - Caractérisation cellulaire

=

La souche 82 a 8té isolée sur milieu BY lactate & partir du digesteur D. C'est
un bacille gram positif, anaérobie strict, non mobile. Les celiules sont généra-
lement isolées ou en paires et présentent quelcuefois des embranchements. Leur
taille moyenne est de 0,8 x 2,7 um.

2 - Caractérisation de la croissance

- T - — - - - e " W - = m - —— . . = e -

La souche B2 peut &tre cultivée sur le milieu BM qui est dépourvu d'extrait
de levure et d'azote organique. Elle fermente le glucose, le fructose, le mannitol,
le lactate, le pyruvate, le méthanol et le mélange H2 - C02. Le pH optimum ce
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Figure n® 16 : Influence de la concentration en acétate (e 0 mM, %« 10 mM, %+ 20 mM,
* 50 mM, x 100 mM) sur les cinétiques de croissance de la souche B,
sur milieu BC méthanol (50 mM). “

DOA\
. s L

Xl |
A
-~ (] i N
4
200
heures

/ By

e

Figure n° 17 : Influence de 1a concentration en méthanol ( Y¢ 0 mM, 4 5 mM,
* 10 mM, & 20 mM) sur les cinétiques de croissance de la souche
82 sur milieu BM sous atmosphére de 2 bars de H2002
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Figure n® 18 : Influence du pH sur les bilans de fermentation du méthanol (50 mM)

sur mi]igu BM en présence d'acétate (50 mM). ( % acétate, i&COZ
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Figure n° 19 : Influence du’pH sur les bilans de fermentation du lactate (25 mM)
sur milieu BM en présence d'acétate (50 mM). ( ¥ acétate, 4 butyrate).
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[§

croissance sur lactate et sur méthanol est compris entre 6,9 et 7,6 (figure n° 13}.
Le pH influe sur le temps de latence. Celui-ci augmente avec 1'acide du milieu.

Sur méthanol la croissance débute immédiatement aprés inoculation a pH 7,6 mais
seulement aprés une période de 100 heures & pH 6 (figure n° 14). Un phénoméne ana-
logue mais moins marqué est observé sur lactate. Le gaz carbonique est indispensable
a la croissance sur lactate et sur méthanol. La souche pousse cependant sur lactate
en absence de CO2 si le milieu n'est pas agité. Les taux de croissance maximum sont
obtenus pour une pression partielle de C02 de 0,15 bar (figure n° 15). Sur milieu

BM sous atmosphére de C02 la souche ne fermente le méthanol qu'en présence d'acétate
dans le milieu. Sa concentration optimale est de 50 mM (figure n® 16). En absence
d'acétate on observe une croissance sur méthanol si le milieu est supplémentéd en
extrait de levure ou si 1'atmosphére contient del'hydrogéne. La figure n° 17 montre
qu'en absence d'acétate dans le milieu et sous une atmosphére de 2 bars de mélange
H2 - CO2 (80/20), la croissance de la souche 82 est proportionnelie & ia concentration
en méthanol. La présence d'acétate n'est pas indispensable & la fermentation du lac-

tate mais elle a un effet stimulateur sur le taux de croissance et diminue le temps
de latence.

3 - Produits de fermentation

- —— i - —n - —— - - -

Les produits retrouvés en fin de fermentation sont différents selon les sub-
strats utilisés (tableau n° 9). La souche 82 réalise une fermentation homoacétique
du pyruvate et du mélange H2 - COZ‘ A partir du glucose, du lactate et du méthanol
elle produit du butyrate et des quantités variables d'acétate. L'hydiogéne n'est
jamais produit en gquantité significative. En fin de culture, son pourcentage dans
la phase gazeuse est toujours inférieur & 0,1 %. Le pH, 1a composition de 1'atmos-
phére (pression partielle de CO2 et d'H2) et la concentration en acétate et en
propionate influent sur 1a nature des produits de fermentation du lactate et du
méthanol.

- Inf?uehce du pH :

L*'influence du pH sur les produits de fermentation du méthanc]
et du lactate a été détermin@e sur milieu BM en présence d'acétate et sous une
atmosphére de N2 - CO2 (85/15) (figure n° 18 et 19). Les pH acides favorisent la
formation d'acétate. A pH 6 et 6,5 on observe une fermentation hcmobutyrique du
méthanol et une consommation d'acétate. Inversement & pH 7,9 1'acétate représente
plus de 50 % du carbone retrouvé. Sur lactate, le rapport acétate sur butyrate est
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Figure n® 20 : Influence de 1'acétate et du CO, ( A 1 bar, % 0,15 bar, % 0,05 bar,
O 0 bar) sur les bilans de ferflentation du lactate (25 mM).
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Figure n® 22 : Influence de la concentration en acétate sur les bilans de fermentation
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0 =7 (acétate + butyrate) ‘
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multiplié par cing entre pH 6,25 et 7,9.

- Influence de 1'acétate et du CO,

Nous aveons cultivé la souche 82 sur le milieu BM lactate & pH 7,3
en présence de quatre concentrations croissantes en acé&tate. Pour chacune de ces
concentrations, nous avons réalisé quatre essais différents sous quatre pressions
partielles de COZ' Les dosages de produits finaux en fin de fermentation montrent
que le CO2 et 1'acétate ont un effet antagoniste sur le rapport acétate sur buty-
rate produit (figure n° 20). Pour une pression partieile de C02 constante, une
augmentation de la concentration en acétate a pour conséquence une production
supérieure de butyrate et une diminution de la formation d'acétate. Cet effet est
surtout marqué pour de faibles pressions partielles de C02 et s'atténue avec 1'ac-
croissement de la teneur en CO2 dans la phase gazeuse. Pour une méme concentration
en acétate, on observe une baisse de la production de butyrate et une augmentation
kde la production d'acétate lorsque 1'on accroit le taux de COZ' Dans ce cas, 1'in-
fluence du CO2 est d'autant plus importante que la concentration en acétate est
élevée.L'acétate et le CO2 régulent de la méme fagon 1a proportion d'acétate et de
butyrate produits a partir de méthanol (figure n°® 21 et 22). En présence de 50 mM
d'acétate sur milieu BM méthanol et & pH 7,3, on observe unejformation préférencielle
de butyrate avec de faibles pressions partielles de COZ‘ L 'augmentation du pourcen-
tage de CO2 se traduit par un accroissement de la production d'acétate qui devient
alors le principal produit retrouvé. L'influence de 1'acétate sur le métabolisme du
méthanol a été déterminée sur le milieu BY méthanol & pH 7,3 en présence de KHCO3
20mM. En absence d'acétate, la production de butyrate est inférieure & celle d'a-
cétate. On observe une diminution du rapport acétate sur butyrate lorsque la concen-
tration en acétate initial est augmentée. En présence de 100 mM d'acétate, la dégra-
dation du méthanol conduit exclusivement & la formation de butyrate et une partie
de 1'acétate du milieu est utilisée.

- Influence du propionate

Sur milieu BM lactate et BY méthanol, 1a souche 82 produit du valé-
rate en présence de propiorate dans le milieu (figure n° 23 et 24). La formation
de valérate est couplée stoechiométriquement a une consommation de propionate. Elle
estd'autant plus importante que 1a concentration initiale en pronionate est élévée.
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: Cinétique de dégradation du méthanol par la souche B, sur milieu
BY ( &« méthanol, s acétate, o butyrate, % densité op%ique).

SUBSTRATS (mM) : DO

PRODUITS DE FERMENTATION (& mM)

Tableau n® 9 :

( )
< |
E acétate butyrate 5
( Glucose (25) 1,7 23 : 16 )
( ucos , ; |
( lactate (50) 1,1 28 f 17 )
( : )
§ Pyruvate (50) 1,2 59 ; - g
(" Methanol (50 mM) )
% Acétate (50mM) 0,97 0,6 13,5 ;
f H, - C0,* 0,14 10,66 : - ;
( - S : )
( H2- 00 0,38 33,3 : . )
( Méthanol (5) . )
( : : )
I i 0,55 38,5 i - |
Méthanol (10 : :
% z
*
(€0 0,91 49,6 _ )
( Méthanol (20) |
N : : )
B % H, - C0, (80/20) 2 bars

Substrats fermentés par la souche 82 sur milieu BM



TAILLE POYENNE

g SOUCHE ORIGINE DES CELLULES (um) MOBILITE
w0
o 07 x 2,1 .
B
Cw e 07 x 3,1 ’

Tableau n° 10 : Principales caractéristiques morphologiques des souches sulfato-

réductrices isolées

E CROISSANCE )
( SUBSTRATS !
( Fp © e, ¢ RE REyg )
é H, CO, (85/15) 2 bars = 0,26 () 0,29 ()i 038 BN g5 (3)§
g formate (50 mM) i 0 0,210 0,54 (G 9,310 (2)3
% lactate (25 mM) © o6 ) o2 (BN g76 (4)F 0,72 (3)3
{ ethanol (25 mi) 035 (029 (M1 0,021 (00 0,5 (9
g pyruvate (25 mM) 0,68 (00 o9 (22 g (2P 0,78 (2);
g fumarate (25 mM) ; 0 . 0 0,745 1201 0,755 Tﬁ)g
2 propicnate (25 mM) 0,29 (1O)§ - : - g
% témoin ; 0 0 0,070 90 0,170 (2>§

Les chiffres entourés indiquent le nombre de jours aprés lequel on observe une crois-

sance maximum.

Tableau n° 11 :

sur milieu BYS.

Substrats fermentés par les quatre souches sulfato-réductrices
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62° REl,et RE26 sur milieu BY, BYS et BY en as-

(1) mmoles d'hydrogéne formées par litre de milieu
(2) mmoles de méthane formées par litre de milieu

Substrats fermentés par les souches CP
sociation avec M AZ

.
.

Tableau n° 12
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L'augmentation de la concentration en propionate jusqu'a 30 mM se traduit par
une diminution de la formation de butyrate et un accroissement de celle d'acétate.
Pour des concentrations supérieures a 30 mM, on n'observe plus de production de

butyrate et 1'augmentation de la formation de valérate est alors 1iée & une baisse
de la production d'acétate.

- Influence de 1'hydrogéne sur le métabolisme du méthanol

Sur milieu BM méthanol & pH 7,3, sous une atmosphére de 2 bars de
mélange H2 - C02 (80/20) i'acétate est le seul produit de fermentation formé. La
concentration en acétate trouvé en fin de fermentation est supérieure 3 la concen-
tration initiale en méthanol (tableau n° 9). Pour les trois concentrations en
méthanol testées on observe une différence de 28 mM entre la concentration enacétate
finale et la concentration en méthanol initiale. Seulement 10,66 mM d'acétate sont
produites & partir du mé&lange H2 - CO2 dans le tube témoin sans méthanol. La présence
d'hydrogéne entraine une modification du métabolisme du méthanol vers la production
exclusive d'acétate et la présence de méthanol permet une utilisation plus compléte
deAl'hydrogéne.

4 - Cinétique de dégradation_du méthanol en_fermenteur et dosage de_la
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La souche 82 a été cultivée en fermenteur de deux litres sur milieu BY métha-
rnol sous atmosphére de N2 - CO2 (85/15) et en présence d'acétate (50 mM). Les
relations entre la croissance, la consommation de méthanol et la production de buty-
rate et d'acétate sont indiquées sur la figure n® 25. Le rendement de croissance
est de 3,7 mg de cellule par mmole de méthanol consommé. La concentration de cyano-
cobalamine dans le milieu était de 0,5 pg/ml en fin de culture. Cette valeur cor-
respond a une production de 3,12ug par mg de cellule et 0,36 mgpar gramme de méthanol

C - Bactéries sulfato-réductrices

Les quatre souches sulfato-réductrices CP62’ REl’ RE26 et FP sont des bacillies
incurvés, gram négatif, anaérobies stricts, mobiles et non sporulés. La présence
de spores n'a jamais été détectée ni par 1'observation microscopique ni par ia
résistance & 1la chaleur (choc thermique de 10 mn & 80° C).
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Figure n® 29 : Spectre de différence (réduit moins oxydé) d'extraits
acellulaires de la souche FP
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Figure n° 30°: Spectre de différence (réduit moins oxydé) d'extraits
acellulaires d'une souche de Desulfovibrio (Madison Strain)
contenant du cytochrome C
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Figure N° 27 : Morphologie de la souche FP en coloration négative
(grossissement x 10 000)

Figure N° 28 : Coupe fine de la souche FP observée en microscopie électronique
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Le test de la desulfoviridine de Postgate est négatif pour les quatre souches.

Ce test a été réalisé parallélement sur une souche de Desulfovibrio de collection
(MADISON STRAIN) et s'est révélé positif. Ces quatre souches sont cependant dif-
férentes morphologiquement (tableau n° 10). La souche FP qui utilise le propio-
nate est un bacille faiblement incurvé et est beaucoup moins mobile que les autres
souches. Les cellules sont généralement isolées et leur taille moyenne est de

0,7 x 3,1 m (figure n°® 26). On observe en coloration négative un seul flagelle
par cellule (figure n® 27). L'examen de coupes en microscopie électronique con-
firme la structure de type gram négatif de la paroi (figure n® 28). La présence

de cytochrome C a pu étre détectée chez la souche FP. Le spectre de différence
d'absorbance (réduit - oxydé) d'extraits acellulaires est en effet caractérisé
par troispics a 420, 523 et 554 nm (figure n® 29). La figure n° 30 représente le
méme spectre de différence réalisé sur une souche témoin de Desulfovibrio (MADI-
SON STRAIN) possédant le cytochrome C3 (BADZIONG et al., 1978).

?2 - Caractérisation de la croissance

Ces quatre souches peuvent étre cultivées sur le milieu BM cui est dépourvu
d'azote organique. Mais la présence d'extrait de levure stimule cependant leur
croissance.

- Croissance en présence de sulfate (milieu BYS)

Sur milieu BYS (tableau n°® 11) aucune souche ne fermente 1'acétate
ni le butyrate. Elles utilisent toutes le lactate, 1'éthanol, le pyruvate et le
mélange H2 - COZ. La souche FP pousse sur propionate et les souches RE1 et RE26
sur fumarate. Ces deux derniéres a¥nsi que la souche CP62 peuvent étre également
cultivées en présence de formate comme seule source source d'énergie. L'acétate
et le sulfure d'hydrogéne scont les seuls produits de fermentation des composés a
plusieurs carbones (tableau n°® 12 et 13). L'utilisation du mé&lange H2 - CO2 et du
formate se traduit uniquement par la formation d‘HZS. Une cinétique de dégradation
du propionate par la souche FP sur milieu BS propicnate a été réalisée en fermen-
teur (figure n°® 31). La croissance n'est exponentielle qu'en début de culture.

Le temps de génération est alors d'environ 12 heures. Le taux de croissance dé-
croit ensuite rapidement sans doute 3 cause de 1'accumulation de sulfure. On ob-

serve en fin de croissance la stoechiométrie de fermentation suivante (en m.mole/1).

31 propionate ————— 32 acétate + 21,8 H,S

2



f \ MILIEUX ;
(  SUBSTRATS (mM) BYS : BY )
( : : )
g : . DO : acétate : DO : acétate :propionate)
(  Lactate (25  : 0,66 : 24  : 0,31 : 8,5 : 14 ;
( : 3 : : : )
é Ethanol (25) ; 0,38 : 25,2 ¢ 0,03 : nd - nd )
: : : : : )
2 Pyruvate : D88 3 23,0 : 0,68 1 16,0 : 7 )
: : : : : )
( H : 0,27 = - - - :non fait : - )
( £ - : ; : )
Tableau n® 13 : Substrats fermentés par 1a souche FP sur milieu BY
et BYS
CROISSANCE (DO)
SUBSTRATS : ” -
EP : FP + . FP + . FP # FEt
FE M AZ MAZ  C M. barkeri FE C Y MAZ
Ethanol .0 i 0 0 : 0 . 0,45t 0,85
Propionate - 0 f 0 : 0 f 0 ; 0 : 0

Tableau n® 14 : Croissance de la souche FP sur éthanol et sur propionate en association
avec différentes souches de méthanogéne sur milieu BY
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Le sulfate et le CO2 n'ont pas été dosés. Le rendement de croissance est de 3 nig
de cellule par m.mole de sulfure produit.

- Croissance en absence de sulfate

Sur milieu BY en culture pure, les quatre souches fermentent le
pyruvate (tableau n° 12). La souche FP utilise également le lactate et les souchss
RE1 et RE26 le fumarate. Le lactate et le pyruvate sont convertis, par la souche
FP, en un mélange d'acétate et de propionate (tableau n® 13). Par contre, aucun
composé réduit (HZ’ formate, éthanol, acides gras volatils, succinate) n'a &été
détecté en quantité significative comme produit de fermentation du pyruvate et du
fumarate par les trois auires souches. L'acétate est le seul composé retrouvé
(tableau n°® 12} mais sa concentration finale est nettement inférieure & la concen-
tration initiale en substrats. Ces faits suggérent 1'existence d'un composé réduit
non détectable par les techniques analytiques utilisées. '

Sur milieu BY et en association avec Methanobrevibacter AZ Tes souches CP62’ RE1
et RE26 utilisent le lactate et 1'&thanol (tableau n°12). Ces composés sont stoe-
chiométricuement oxydés en acétate et Ta formation de méthane permet d'utiliser
les électrons provenant de cette oxydation. La présence de Metharobrevibacter AZ
modifie le métabolisme du pyruvate, Elle se traduit par une augmertation de la
production d'acétate et une formation de méthane. -

La souche FP posséde une hydrogénase et nous avons essayé de la cultiver sur &tha-
nol et sur propionate en absence de sulfate et en association avec différentes
souches de méthanogénes (tableau n° 14). On observe, aprés un temps de latence de
trois mois, une croissance sur éthanol de deux associations : FE + FP et FE + FP
+ Methanobrevibacter AZ. Le CO et le méthane sont les seuls produits retrouvés en
fin de fermentation. Comme la gu]ture FE n'utilise pas 1'éthanol, la souche FP est
donc bien responsable de la conversicn de 1'éthanol en acétate et en hydrogéne.
Methanothrix soehngenii n'utilise pas 1'hydrogéne de maniére significative et on
observe au microscope la présence de petits granules de formes irréguliéres dans
les deux cocultures. Cette bactérie est fluorescente en UV et est sans doute la
bactérie méthanogéne utilisatrice d'hydrogéne.

- ot o T~ - A " e W = = e W= wm ma e e e o - o= =

Les souches CP62 et Methanobrevibacter AZ ont &té cocultivées en continu sur
milieu BM lactate pendant six semaines. Le volume du fermenteur est de 350 ml.
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Figure n® 31 : Cinétique de dégradation du propionate par la souche FP sur milieu

BS ( A propionate, vy acétate, O HZS’ % densité optique).
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Figure n°® 32 : Production de gaz et débit d'alimentation de 1la coculture en
continue sur lactate de la souche CP 2 et de Methanobrevibacter AZ
( % débit d'alimentation, & volume a8 gaz produit).
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Dans le milieu d'alimentation le pH est équilibré & 7,3 sous une atmosphére de

N, - 002 (85/15) et 1a concentration en lactate est de 25 mM. Le fermenteur
rempli de milieu neuf a été inoculé a 5 % avec une préculture de 1'association CP62
+ Methanobrevibacter AZ. L'alimentation n'a débuté qu'aprés 1'arrét de la produc-
tion de gaz et du développement bactérien. En culture discontinue, le temps de
génération de 1'association est d'environ 24 heures. Le débit a été fixé a 70
ml/jour. Pendant toute la durée de 1'expérience le taux de dilution et la produc-
tion de gaz sont restés & peu prés constants (figure n® 32). Le taux de dilution
moyen est d'environ 0,2 jour~' ce qui correspond & un temps de sé&jour hydrolique
de cinq jours. La production journaliére moyenne de gaz est de 22 ml. Le gaz
produit est composé de Co, (16 %) et de CH4 (33 %). Le pH dans le fermenteur est
de 6,9 et le lactate est entiérement consommé. L'acétate et le méthane sont les
seuls produits retrouvés. Le bilan journalier moyen (en m.moles) de conversion

du lactate est :

1,75 lactate . 3 1,63 acétate + 0,32 CH,

Le CO2 n'a pas été dosé dans le milijeu.
A aucun moment, nous avons décelé une baisse de 1'activité bactérienne niobserveé
la présence de contaminants.






















































































