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Trois voies de déyrauaticn de ;'ethano1 e t  du lac ta te  ont é t é  mises en 
évidence dans les  digesteurs anaérobies (fermentations acëtique, propionique e t  

butyrique). La fermentation acétiqtiê e s t  réalisée par des souches sulfato- 

réductrices q u i ,  en absence de su l fa te ,  interviennent cornnie bacteries acétogènes 

productrices obligées d 'hydr~gène en association syn~rophique avec des bactéries 

méthanogënes. Les souches qui produisent du propionate e t  de 1 'acétate à p a r t i r  

du 1 acta t e  apparti ennont aux genres Clos t r i d i w n ,  Prop7:onibacterizm~ u 3 t  ?degrsspha~ra. 

Une nouvelle bact2rie rCialisarii u n &  fernentation propioiiiquc de 1 'éthanol e t  

du propanol a é té  isolée e t  caractérisée.  Elle requier t  u n  facteur de croissance 

q u i  e s t  présent dans l e  jus de rumen e t  qui peut ê t r e  fourni par une bactérie 

homoacétogène. Les scuches dégradant ie lac ta te  en ~ c é t a t e  e t  butyrate ont é t é  

ident i f iées  à EuDacierisun 2imosum.Elles u t i l i s e n t  Ggalement l e  métnanoi e t  l e  

mélange H2 - CO2 Les proportions d 'acétate  e t  de butyrate produits par ces 
souches varient suivant l e s  substrats  e t  les  conditions de cul ture .  ütie bactérie 

sulfato-réductrice a Gté isalPe à par t i r  d'an enrichissement déçradant l e  pro -  

pionate en CO2 e t  CHq En présence do sulfate ,  e l l e  oxyde l e  prcpisnate en 

acétate  e t  CO2 e t  u t i l i s e  l'hydrogène. Le rôle de c e t t e  souche comme bactbrie 

acétogène productrice ob l  igée d ' hydrogène a pu ê t r e  démontré siir éthanol siai s 

pas  sur propionate. 

Mots clés : fermentation méthanique - l ac ta te  - éthanol - gropionaie - t r ans fe r t  

d'hydrogène - association syntrophique - bacterjes acétogènes - 
bactéries su1 f ato-réductri ces - ~uDasterivlm limosum. 
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INTRODUCTION, -- 
La fermentation n~éthanique es t  u n  prûcessus biologique qrii a l i eu  dans 

des environnements anaérobies en aDsence de l u ~ j è r e  e t  d'accepteur exogène 

d'electron ( su l f a t e ,  n i t r a t e ) .  La production de méthane e s t  observée dans des 

biotopes t rès  variés (rumen, source; chaudes). Cependant, la conversiori to ta le  

des matières organiques en gaz carbonieue iiiétharie e t  anlmoniaque ne se réa l i se  que 

dans certains écosystèmes (sédiments, digestsuis  anaerobies) dans des conditions 

physicochimiques assez  réc ci ses : pH procne de l a  n e ~ t r a l i t é ~ t e m p é r a t u r e  infé- 

rieure ii 60" C .  Cette minéralisaticn complète des matières organiques f a i t  in te r -  

venir quatre groupes bactiriens en é t ro i t e  re la t icn  l e s  uns avec l e s  autres 

(ZEIKUS 1970).  On distingue (figure ri0 I j  : 

1 - Les bactéries hydrclytjques e t  fermentatives q u i  dégradent les  matières 

organiques en alcools acides organiques,hydrogène e t  gaz  carbonique. Ces bactéries 

sont taxonomiquement t r è s  diverses,  possèdent des taux de croissance élevés e t  

sont peu exigeantes v iz- .3-~is  d u  pti e t  du potentiel d'oxydoréduction d u  milieu. 

2 - Les bactéries acCtogenes proauctr-ices obligées d'hydrogène qui conver- 

t i s sen t  les mét~bol  i tes  intermédiaires formés par les  bactéries hydrol ytiques 

e t  fermentatives en acetate,CCI2 e t  hydrogBne. Ces réactions ne sont possibles 

thermodynamiquement q u ' à  très faible  pression pz r t i e l l e  d'hydrogène e t  l e s  bac- 

t é r i e s  acétogènes ne peuvent sê développzr qu'en présence de méthanogènes u t i i i -  

sa t r ices  d'hydt-ogène. Peu a'ezpeces ont é t é  caractérisées e t  ces bactéries sont 

encore physiologiquement e t  taxcnomiquement t r è s  mal connues. 

3 - Les bactéries homoacétogènes qui possèdent la  propriété de réduire 

le  gaz carBonique en scctate .  Elles réa l i sent  une fermentation homoacétique à 

par t i r  de composés à u n  ( H  -CO,, formate) ou plusieurs carbones (hexose). 2 L 

4 - Les bactérizs mithanogènes qui transforment 1 'acétate e t  l e s  composés 

nonocarbonés ( H  - CC,, f ~ r m s t e ,  méthanol) en méthane. 
2 L 

Ces bactéries constituent u n  grcupe phylogénétiqucriient e t  physiologiquement 

par t icul ier .  Elles cnt des exigences physicochimiq~es t r è s  s t r i c t e s  (pH proche de 

l a  neutral i té ,  potentiel redox inférieur c?, -350 mv) . Leur taux de croissance e s t  plus 

élevé sur hydrogène e t  gaz carbonique (temps de  génération ini6rsieur à dix heures) 

que sur acétate (1 e temps de doublement de /.!ethanothz~kx soehngenii sur acétate 

es t  de neuf joursj .  On adiiiet que 70 14 du méthane prov'ent de l a  décarboxylation 
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de 1 ' acétate  e t  cet te  réaction . e s t  u n  des fac teu i .~  l imitant  de l a  feimenta tion 

méthanique. 

Le su je t  de ce t te  thèse s ' i n sè re  dans l e  programme général de recherche de 

l a  s ta t ion de technologie alimentaire de L i l l e  sur l 'épuration e t  l a  valorisation 

par voie anaérobie des effluents d '  industrie agro-alinentai re .  Ces eaux résiduaires 
contiennent essentiellement des glucides de fa ib ie  poids moléculaire. Des ëtudes 

cinétiques (MORFAUX e t  a l . ,  1981) e t  microbiologiques (SAMAIN 1980) o n t  montré 

que l e  l ac t a t e  e t  l 'éthanol é ta ien t  avec l e s  acides gras vo la t i l s  l e s  principaux 

intermédiaires métaboliques de l a  fermentation méthanique de ce type d 'eff luent .  

Mon t rava i l  a consisté à i s o l e r  e t  à caractériser l e s  micrû-organismes 

responsables ae la conversion de ces intermédiaires en acétate .  Certaines couches 

qui réa l i sent  des fermentatjons originales ont é té  étudiées plus en dé ta i l .  
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1 - - LES QUATRE GROUPES TROPHZQUES -.- 

A - Bactéries hydrolytiques e t  fernientatjves - 
1 - Hydrolyse des biopolymères - ---- ---------- -- ----- 

La fermentation anaérobie des miitières organiqües complexes nécessite 

l a  présence de Bactéries possédant des enzymes extrrcytoplasmiques capàbles 
d'hydrolyser l e s  biopolynières en molécules transportables au trcivers cies 

membranes. A part la l ignine,  presque toutes les  macro-molécules d 'origine 

biologique sont susceptibles d ' ê t r e  dégradées en anaérobie. 

De nombreuses espèces sont capables d'hydrolyser i e s  polymères glucidiques 

(cel lulose,  hémicellulose, amidon, pectine) en mono ou en disaccharides. 

Les bactéries celluiolytiques (~mZnococcus  clbus, Bacterofdee succinoyenes, 

CZostridi-m themoceZZtm) ont é t é  particul ièrement GtuCiges (TAY.4 e t  a7 . 
1980 ; GXOLEAU e t  FORSBERS, 1981 ; NEIMER e t  ZEIKUS, 1577). La plupart d ' e n t r e  

e l l e s  peuvent égalenent hydrolyser les  xylanes. Parmi les  anuércbies, Z o a -  

t r id iwn thgrmoceZZwn possède l a  plus for te  ac t iv i t é  ce1 lulclytique. Lu poç- 

session d'une cellobiose phosphorylase e t  d'une cellodextrine phosphoryiase 

f u i  perrnet d'obtenir du çlucose 1 phosphate comme prodüit d'hydiolyse Ue i z  

cellulose sans dépense d'ATP (ZEIKUS, 1 9 8 0 ) .  CZostrid-r'm thzrn?oc~ZZzi~ p 9 ~ -  

sède égzlenent une (3 glucosidase niais l e  rôle de c e t  enzyme res te  I prGciser. 

L'hydrolyse anaérobie de la  cel lulose n ' e s t  pas une propriété exclusiveinent 

bactérienne. Récemment, des champignons anaérobies ce1 l ulol ytiques ont ité 

i so lés  du rumen (BAUCHCF e t  MOUNTFORT, 1980 ; MOUNTFORT e t  al . , 1 9 8 2 ) .  

L'hydrolyse des pectines conduit à la formatior, de  méthanol e t  de mono- 
s~ccha r id r s sous  l ' ac t ion  de dépolymérases e t  dc pectine esté raz?^. Les bac- 

t é r i e s  pecti nolyti ques (Cios&ridiwn, E-winia) (SHiNK e t  al . , 1 9 8 0 )  ne fernsn- 

t e n t  pas l e  méthanol. Ceiui-ci e s t  l ibéré  dans l e  milieu (SHINK e t  LEIKIJS, 

1980) où i l  e s t  u t i l i s é  par les  bactéries méthylotrophes. 

Les glycirides sont hydrolysés en acides gras e t  en glycérol. Des activit5;  

l ipolytiques o n t  é t e  mises en évidence dans l e  rumen e t  dans l e s  digestcurs 

anaérobies (HOBSgN, 1974) .  



F o i e  c i t  Embden 5 
Meyerhof : 1 hexose-- 2 pyruvate + 2 NADH + 2 ATP 1 

) 

( V o i e d e i a  
( 

: 1 hexose 4 1 pyruvate + 1 CO2 + 1 acétyl ( P )  + 3 HADH + 1 ATP i 
( phosphocéto'iase : I pentose--+ 1 pyruvatê .t 1 acétyl ( P )  + 1 NADH + 1 AT? \ 

- i 
Voie de : 3 pentose-- 5 pyruvate i 5 NADH Y 5 ATP $ Warburg-Dickens : 

Tableau n o  1 : Voies métaboliques ut i i i sGeo par l e s  aneérobies pour l a  dégradation des 
sucres 



TOERIEN (1967) qui a r éa l i sé  des enrichissements sur huile de tournesol a 

suggeré que 15 f lore  1 Zpolytique é t a i t  principaienie~t constituée de vibrio 

ana6robies s t r i c t s .  Anaerovibrio i i pû l y t i ca  e s t  l a  seule bacterie décri te  

ayant une réel le  ac t iv i t6  lipolytique (HOBSON, 1974). 

L'hydrolyse des protéïnes en acides amines e s t  réa l i sée  par des espèces ap- 

partenant aux genres CZost~idiwn,  Peptococcus e t  Bac8crciL:es. 

2 - Fermentation des hexoses e t  des ~ e n t o s e ç  ------- 

A part  l e s  bacteries hétéroiactiques qui u t i l i s e n t  la  voie de la phospho- 

cétolaçe,  l e s  bactéries anaérobies ferrentent l e s  hexcses par la voie diEMBDEN- 

MEYERHOF e t  l es  pentoses par la voie de WARBU2G-DICKE<iS (tableail n o  1). Le 
pyruvate e s t  généralenent converti en acétyl CoA e t  en CO2 par l a  réaction phos 

phoroc1astique.Cette réaction e s t  couplse avec l a  réductien de ferredoxine 

(DOELLE, 1975).  La formation de composés rédui ts  (éthanol,  l ac ta te ,  propionale, 

butyrate,etc ...) à p a r t i r  d u  pyruvate e t  de llaciltyS CoA permet de régénérer 

l e s  coenzymes réduits l o r s  de l à  glycolyse e t  de la réaction phosphoroclastique. 

Ces réactions d'hydrogènation ne sont généralement pas coupléesaveclâ synthèse 

d 'ADP par ETP. Seule l a  formation de ~ropionate  pwrnet l a  phoaphorylation d'AC? 

l o r s  de la  réduction du fuiiiarzlte en succinate. Les produits aa fermentation sont 

variables suivant les  especes (tableau n o  2 ) .  La réduction de protons en hydro- 

gene permet également l a  régéri5ration de ferrsdoxirte e t  de pyridines nuclC-otides 

rgduites via une hydrogènase e t  une N.4Dti ferredcxine oxydoréductass. Ces enzjm?s 

ont é t é  mis en évidence chez l e s  C Z o s t ~ i a i u ~  butp+zizs (PETITDEI4ANGE e t  2 ; .  , 
1974). La NADH ferredoxine oxydoréductase régule chez ces bactéries l a  producticn 
dihydrogGne. Elle déterniine le  rapport acCttate sur butyrate e t  l ' e f f i c a c i t 6  ther- 

mcdynamique de la fermentation ( l e  ncmbre dlATP formé par mole de substrat  con- 

scm:r;é) . 

3 - Fermentation du  lac ta te ,  de 1 'Êthanol, du glycérol e t  du .......................................... - ----------- 

Le lac ta te ,  l ' é thanol ,  le  glyccr-01 e t  l e  succinste sont produits l o r s  de 

l a  fermentation des hexoses e t  despentûses.Dans une seconde étape, i l s  peuvent 

ê t r e  conver.tis en acides gras voia t i l s .  
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La décarboxylation d u  succinate en propionate a é té  mise en évidence dans 

l e s  fermenteurs de méthanisation e t  dans l e  rumen (WOLFE, 1979), mais on 

ne s a i t  pas s i  ce t te  réaction e s t  couplée avec une croissance bactérienne. 

- Le glycérol e s t  phosphorylé e t  déshydrogéné en dihydroxyacétone phosphate 

e t  re jo in t  la seconde étape de la  glycolyse. Le glycérol e s t  u n  composé t r è s  

hydrogéné e t  ses produits de ferrncntation sont plus réduits que ceux des 

sucres. Des fermentations b u t y r i ~ u e s  (CZostridim, E7ibact&riwn,) e t  propio- 

niques (~~opionibacter izunj  du  glycérol o n t  é t é  décr i tes  ( H O L D E K A N  e t  a l . ,  

1977 ) . 
- Le lac ta te  e s t  oxydé en acétate  e t  en CO2 via l e  pyriivate par i a  l ac t a t e  

déshydrogénase e t  la  rcaction phosphoroclastique. Cette oxydation e s t  thermo- 

dynamiquement peu favorable e t  do i t  ê t r e  couplée à une synthèse exergonique 

d'acides gras vola t i l s  ( D O E L L E ,  1975). Selon l e s  espèces bactériennes, ? a  

dégradation du  lac ta te  conduit & l a  format'cn de d i f fé rents  acides gras de 

C2 à Cg .cZostridiz.cn kZuyve~i produit du butyrate, du caproate e t  de i ' hydro- 

gène à par t i r  d'éthanol e t  d 'acétate  (BORSTEIN e t  BARKER, 1948). L'acétate 

peut ê t r e  remplacé par l e  propionate e t  on oDserve alors  la  formation de 

valérate.  Environ 1/6 de l 'éthanol consommé e s t  converti en acétate e t  en 

hydrogëne (équation 1). Cette réation, bien qu ' e l l e  s o i t  thermodynamiquement 

défavorable, permet cependant l a  phosphorylation de 1 ' A D P  car el l e  e s t  couplée 

avec la formation exergonique de butyrate (Squation 2 )  (THAUER e t  a l . ,  1977). 

équation 2 : ethano1 + acétate -3 butyrate 

équation 1 : éthanol + P i AD? --? acétate  + 2H2 + ATP 

La fermentation propionique de 1 'éthanol n'a jamais é t é  décri t e  bien qu ' e l  l e  

s o i t  thermodynamiquement pocsi bl e .  Flous déciivons, dans ce mémoire, une 

nouvelle bactérie qui dégrade, en présence de CO,, l 'éthanol en acétate  e t  en 
L 

propiona t e .  

4 - Feraentation des acides aminés .............................. 
En anaérobie, les  acides aminCs sont dégradés en acides gras vo la t i l s ,  

CO2 e t  Nily On distingue deux types de fermentation. 

a - Gans la réaction de Stickland, deux acides aminés sont fermentés 

simultanGment ( D O E L L E ,  1975). L'oxydation de l ' u n  (équation 1) e s t  couplée 

avec l a  réducticn de I ' s u t r e  (équation 2 ) .  



acide syringique acide pOH benzoique acide protocatech~ique 

acide cinnamique acide ferulique acide vanilfique 

Tableau no 3 : Exemples de composés aromatiques obtenus par traitement 2 chaud de 
la lignine. 



equation 1 : CHg - C H  - CCOH i 2H20.-> CH3 - C00tl + CO2 t 3H + Nii 
3 

équation 2 :2H - C - COOH + 4H - 2CH, - COOH i 2NH3 
.l 

Cette réaction se rencontre essentiellement chez l e s  C Z o s t r i d i ~ m .  De; acides 

aminés comme l a  pro1 ine,  1 'arginine,  1 'orni thi  ne e t  l e  glycocolle sont uti f i  sés 

comme accepteurs d 'é lectrons.  La réduction du glycocolle en acPtate permet de 

plus l a  synthèse d'un ATP par l e  mécanisme ETF ( T H A U E R  e t  a l  . , 2 9 7 7 ) .  L'ùla- 

nine, l a  leucine, l a  valine e t  1 'h i s t id ine  sont l e s  principaux donneurs d ' é -  

lectrons. Récemment,il a é t é  montré que l a  leucine pouvsit ê t r e  dismutse en 

acides i soval érique e t  i socaproique . Dans ce cas, l a  1 euci ne intervient  conme 

donneur e t  comme accepteur d lé1 ectrons (BRiTZ e t  biXLKINSON, 1982) . 

b - Certains acides aminés peuvent également ê t r e  dégradés seuls. 

Les voies métaboliques sont complexes e t  spécifiques de chaque acide aminé. 

5 - Fermentation Ses com~osés aromatioues 
i - - - - i i i i - - - - - i i i - - - b - - - i  

De nombreuses études (NOTTINGHAM e t  HUi\lGATE, 1969 ; HEALY e t  YOUNG 1979 ; 

HEALY e t  a l . ,  1980) ont montré que les monomères aromatiques derivés de l a  

lignine e t  du tanin (tableau n o  3 )  é ta ien t  dégradés, en anaérobie, en CH, e t  
CO2 par des populations rnéthanogènes mixtes. Outre 1 es bactéries mithanogënes, 

plusieurs populations bactériennes sont impliquées dans l a  m;céralicaLion 

complète de ces composés. BACHE e t  PFENNIG (1981) ont  i s a l é ,  2 par t i r  d ' en r i -  

chi ssements sur acide vani 11 ique e t  syri  ngique une bactérie capable de couper 

l e s  l ia isons éther sur l e s  composés aromatiques méthoxyiés. La croissance de 

l a  souche e s t  proportionnel l e  au nombre de groupênents méthoxyl. Ces der-giers 
sont métabolisés en acétate.  Cette bactérie a é t é  ident i f iée  2 Ace?oSac?srdm 

woodii qui e s t  une bactérie homoacétogène qui u t i l i s e  l e  mél anoe H CO2 e t  -1 e 2 ' 
méthanol. 

L'acétate e s t  l e  principal intermédiaire dans l a  conversion du benzoate 

(FERRY e t  WOLFE, 1976) e t  des coinposés aromatiques trihydroxylés ( K A I S E R  e t  

HANSELMANN, 1982) en méthane. La dégradabil5té du phénol e t  du pyrocatGcho7 

a é té  décri te  par HEALY e t  YOUNG (1977) mais cer tains  auteurs ont cbsei-vé 

une accuinulation de pyrcicatéchol lors  de l a  dégr~dat ion  de 1 'acide »ro to-  
catéchuique e t  de ses dérivés m2thoxylés (KAISER e t  HANSELMAN!'!, 1-82}.  



MOUNTFORT e t  BRYANT (1982j v i e n n ~ n t  d ' i so le r  une bactérie qui dégrade l e  
benzoate en acétate ,  C O Î ,  hyarogène e t  fornate en association syntrophique 

avec une bactérie sulfato-réductrice u t i l i s a t r i c e  d'hydrogene (voir  chapitre 

Cl 

6 - Influence des f ac t ews  physico-chimigues - ---------- ------------ sur les eroduits ---------- de 

fermentation --..--------- 
Le pH, l a  coricentrsiion en substrat  e t  la  pressicn par t ie l le  d'hydrogène 

inf luent  sur la  nature des produits finaux du  métabolisme de nombreuses bac- 

t é r i e s  fermentatives. 

- Les pH acides favorisent l a  formation de lac ta te  (HOBSON e t  SUMRERS, 1967) 
b CZostridium butylicwn e t  C',oscr~idiwn acetobatylicum produisent de 1 'acetone 

e t  du butanûl à pH acide e t  de  l ' acg ta te  e t  du  butyrate à pH supérieur à 6 

(DAVIS, 1942 ; BEESCH,  1952) .  La formation d'acide formique e s t  également, chez 

ldicrococcua Zaetil;~ticus, récjulie par l e  pH. Ce micro organisme fermente l e  

pyruvate en acétate ,  CO2 e t  hydrogène à pH 6 ,5  e t  en formate e t  acetate I pl i  

8,5 (HOBSON, 1974). 

- Dans les  fermenteurs alimentés en continu, la  croissznce des bactéries e s t  
limitée par 12 concentration en substi-at. SeZenomonos mmi-mnt im cultiilé en 

continu produit exclusivenient, 2 par t i r  des sucres, de 1 'acétate e t  du pro- 
pionate à fa ib le  taux de d i lu t ion .  Par contre, pour u n  taux de di lut ion élevé, 

l e  lac ta te  représente plus de 50 % des produits de fermentation ( H O B S C A ,  1965). 

De mêixe, LaetobaciZZus c a s e i ,  bactérie hétérolactique, devient homo1ac~;icue 

lorsque le  taux de dilution a u p e n t e  (DEVRIES e t  a l . ,  1Ç70). 

* - Dans les  éco-systènes méfhariogènes, l a  pression pa r t i e l l e  d'hydrogène e s t  

maintenue extrêmement basse par 1 ' a c t i v i t é  des bactéries méthanogenes u t i  1 i sa t r ices  

d 'hydr~gene. Dans ces conditions, l e  flux d'électrons e s t  dévié, chez de nombreuses 

bactéries fermentativcs, vers la fornation d'hydrogsne. L'importance des t ransfer t s  

L, 
d'hydrogène in ter  espèces conduit à distinguer sur l e  plan physiologique deux 

groupes de bactérjes : 

a - Les bactéries qui ne possèdent pas d'hydrogènase (bactéries hûmo 

ou hétérolactiques) CU qui produisent de 1 'hydrogène par 1 'intermédiaire de 

l'hydrogène formate lyase (cnterobactéries).  Leur niétabolisnie n ' e s t  pas influencé 
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Figure no 2 : Influence de la pression partielle d'hydrogène sur  la variatign ----- 
c'énergie libre AG' de la réaction d'oxydation du NADH en NAD 
et He (WOLIN 1975). 
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Figure no 3 : I4f tabol isme de ~ ~ i n o c o c c u s  en culture pure et en c~)c1~1 f ure 
a \:ec Ir.[bsG~ st~ecinogenss 



par l a  pression pa r t i e l l e  d'hydrogène. 

b - Les bactéries qui possèdent une NADH ferredoxine oxydoréductrse 

e t  une ferredoxine hydrogènase e t  qui peuvent régénérer leurs coenzymes reduits 

en produisant de l'hydrcyène (WOLIN, 1975).  Le t ransfer t  des électrons Ces pyri- 

di nes nucléotides rédui t e s  sur 1 es protons via 1 a ferredoxi ne e s t  thermodynàmi - 
quement défavorable dans l e s  conditions standards. (E, NADH/NAD+ = - 0,32V, 

E; H ~ / $  = - 0,42V). Cette réaction e s t  cependant possible si  l a  pression pa r t i e l -  

l e  d'hydrogGne e s t  suffisamment basse (f igure n o  2 ) .  En culture pure, ces bactéries 

produisent, à p a r t i r  des sucres, de l ' a cé ta t e ,  de l'hydrogène, du CO2 e t  les  com- 

posés réduits.  E n  association avec une Dactérie u t i l i s a t r i c e  d'hydrogène, leur 

métabolisme e s t  dévié vers la  formation préférent iel le  d 'acé ta te ,  de CO, e t  d 'hy -  - 
drogène. L'exemple classique de ces t ransfer ts  d'hydrogène inter  espèces e s t  l a  

coculture de Rwnivzoeoccus albzts e t  de Vibrio succinogenes ( f i g ~ r e  n o  3 ) .  En culture 

pure, Eminococcus clrbus ferniente l e  glucose en acétate ,  éthanol, CL), e t  hydrocjCne ; 
L 

en cocül ture avec ?i'.ib-io succinoger,es qui ut i  1 i se 1 'hydrogène pour rédui rc i ~ :  

fuinarate en succinate, i 1 produit exclusivement de  1 'acétate ,  du C.D2 et de  1 ' hydro- 

gènê (IANNOTI e t  a l . ,  1973). Dans ce cas, 1 ' e f f i cac i t é  thermoaynmique de la  r iac-  

t ion e s t  plus favorable ;l'augnientation de l a  production diacéta.te se t radcf t  2n 

e f f e t  p a r  une synthèse d'ATP plus importante. 

B - Les bactéries homoacGtosènes 

LES bactéries homoacétogènes u t i l i s en t  l e  CO2 comme unique accepteurd'electrons 

e t  l e  réduisent en acide acétique. Les substrats  fermentés scnt 42riaSles suj\}ant 

l e s  espëces (tableau n o  4 ) .  La fermentation d'une niole de glucose conduit à l a  for- 

mation de t r o i s  moles d 'acé ta te  : deux moles sont formées lors  de l a  g lyco lyç~  e t  

une mole e s t  synthétisée à par t i r  de deux moles de CO2. La voie rnftaboiique Le l a  

r@duction du CO2 en acétate  a é t é  étudiée chez Clostridiuni thenncc:îetin;rri c t  Clos- 

traidi-m formicoal=eticzvn (LJUNGDAHL e t  WOGD, 1969) . (figure N o  4) . Clortrid-Lzlni 

uceticurr f u t  l a  première bacterie homoacétogène u t i l i s a t r i c e  d'h~ydrogène isolé? 

(KIERINGA, 1940). La souche a é t é  perdue mais, en 1978, GOTTSCHALK a retrouve, cians 
l e  laboratoire de BARKER,  une culture contenant des spores de CZost~idtwll uce.t;ie~!a. 



7 : T O  OPTIMALE SUBSTRATS - 
i 

méthanol , pyruvate, fumarzte, g l  utamite, 
(C.  formicoace ticwn : 

! - : l ac ta te ,  fructose, mannitol, glycérol 1 
1 ( 

4 He, CO2, formate, pyruvate, fumarate, glutamate 1 
( C. aceticunl : 30°C : fructose 

1 
- 1 ( 

( Acetobacterim : H 2  , CO2.  
-) formate, méthanol , 1 ac-câte, $1 ucose , - 

woodii : fructose 1 ( 1 
( 

: H 2 ,  CO2,  formate, pyruvate, glucose, fructose,  
\ 

( Acetogeniwn : 6 5 ° C  
k i m i  nlannose i { 

Tableau no 4 : Substrats u t i l i s é s  par quelques bactéries hcmoacétogenes 
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ADP + 

CO2 

'XH2 X 
formate 

1 
i 

9 corrinoide --L- 

P 
f 

CH, - CO2 

10 fomyl. TtiF 

5.10 inethenyl. THF 
IiXJH 

5.10 ai&thylCre TtiF 

__ -- - - 

5 nethyl. TdF corrinoide C-- 

Figure n o  4 : Réduction du CO2 en acetate chez C t o s t r i d i m  t h e m s a c e t i m  



11 a pu revivif ier  l a  s ~ u c h e  q u i  a G t i .  redecri te  par ERF,li>I e t  a l  (1931). Le 

f a i t  que les homoacétogènes u t i l i s en t  l e  niélange H z  - CO, comme seule source 
L 

d'énergie prouve que la  réduction du CO2 e s t  couplée 3 la synthèse d ' A T P  par ETP 

(THAUER e t  a l . ,  i977). Quatre espèces hornoacétogènes u t i l  isant  l ' hydrogène 

sont niai ntenant connucs . On di s t i  noue deux CZostridtm, Clostrid?:m cce kicwn 

e t  CZostridiwn ther~tnoautotrophicwn (GOTTSCHALK,  1952) e t  deux espèces non 

sporulées dont l 'une e s t  mésophile,AcetoSacterimt;ooaii (BALCH e t  a l . ,  1977) 

e t  I lautre  thermophile, Ace?ogenim kivui  ( L E I G H  e t  al ,, 1981). 

La détermination des séquences de 7 'AR?{ ribosomique 15s chez l e s  bactéries 

homoacétogènes a permis de démontrer que la propriété de réduire l e  CO2 en 

acétate n ' é t a i t  pas un caractère phyl ogèiii que fondamentzl (TANNER e t  al . , 
1982) e t  que toutes l e s  homoacét~gènes~ même rion sporulëes, présentaient de 

grandes honioloçies avec l e s  espèces du  genre CZostridim. 

Eubacteriwn Zimoswn (SHARAK GENTHNER e t  a1 . , 1931) e t  8utyril;ucterim methy 2- 

otrophicm ( Z E I K U S  e t  a l . ,  1980 ; LYND e t  a l . ,  1981) real isent  une fermen- 

ta t ion homoacetique à p a r t i r  du mélange H - C O 2  e t  du mono-oxyde de carbone 2 
mais prcduisent un mélange d 'acétate  e t  de butyrate a par t i r  de glucose, de 

lac ta te  e t  de mGthano1. Chez ces deux bactéries,  l a  fermentation butyrique du 

glucose e t  d u  l ac ta te  n ' e s t  pas associée à u n  dégagement d'hydrcsène cnme chez 

1 es CZost i idim bzctyrique.~ ( D O E L L E ,  1975) . BARKER ( 1945, l95n) â dénoztré , en 

u t i l i s an t  des 616mmts marqués, que lors  de  la  fermentation d u  l ec t a t e  par 

Eubacterium timosl<m, au CO2 é t a i t  incorporé dans 1 'acétate e t  l e  butyrate pro- 

dui t s .  La réduction d u  C O p  en acétate (Squation 3) e t  l a  formation a u  butyrate 

(équation 2 )  interviendraient simultanément pour permettre l a  régénerâtion des 

coenzymes reduits lors  de l'oxydation du l ac t a t e  en acGtate (équation 1 ) .  

équation 1 : CH3 - CHûH - COOH + H20 > CH, - COûH i 4H + CO2 
" 

équation 2 : 2CH, - COOH + 4 H A  CH. - CH, - CH2 - COOH + 2H20 
" 3 - 

équation 3 : CO2 + 8H ) CH3 - COOH 

Le rôle  des honioacétogènes dans l e s  digesteurs n ' e s t  pas enccre t r è s  c l a i r .  

B2AUN (1979) a dénonbré 10 $acteries homoacétogines u t i l i s a t r i c e s  d'hydrogène 

dans divers biotopes ana6robies,Ces bactéries poussent lentenient sur I-12-CC2 e t  



C - - 
G'o en Kcal/mole 

(- 
T 

- 1 
( Lactate .-3 acéta te  + 2 H2 + CO2 j - 1 

} 
1 

Ethanol -3 acéta te  + 2 H, 
! & 

Butyrate --r, 2 acé ta te  + 2 H2 

( Propionate+ acéta te  i 3 fi, + CO2 L L 

i 
+ l a , ?  ) ---. 

Tableau n G  5 : Variation d 'enerç ie  l i b r e  A G I O  des réact ions  de dés- 
hydrogénation des principaux pr-cdui t s  de l a  phase 
âc id i f i an t e  dans l e s  condit ions standards.  

Figure no 5 : Influence de f a  pression p a r t i e l l e  d'hydrogène sur l a  var ia t iûn 
d 'énergie l i b r e  des réact ions  de déshydrogénation de 1 'é thanol ,  d u  

( -.*\\ propionate e t  du- butyrate e t  de formation de méthane à p a r t i r  de 
\ J'>,< \..- Hz - CO2 (Mac INERNEY e t  BRYANT 1979). 



ne paraissent pas conipét-itives avec les  rnéthanogènes. Leur rôle dans les  Fcrmen- 

teurs de m e  thanisation s e r a i t  1 inii t é  à 1 ' u t i  1 isation des composés à plusiêurs 

carbones. Les hcmoacGtcg~nes possèdant une hydrogènaçe peuvent intervenir comne 

bactéries acétogènes productrices facul tat ives  d'hydrogène. En e f f e t ,  lorsque 
Acetobacteri~un wioodii e s t  cultivé en continu en présence de méthanog6nes u t i l i -  

sa t r ices  d'hydrogSrie, i l  fermente l e  fructose en deux moles d 'acétâte  e t  quatre 

moles d '  hydrogène (WINTER e t  WOLFE, 1980). 

C - Les bactéries acétogènes productrices obl igées d ' hydroçène 

Les composés réduits formés lo r s  de l a  phase hydrolytique e t  fern:eritati\~e sont 

dégradés en anaérobie, en acétate e t  en méthane. Les premiers auteurs q u i  mirent 

en évidence ces fermentations pensaient qu 'e l les  é ta ien t  réal isées  par des b x t é r i e s  

nt5thanogSines particil l ières.  

A pa r t i r  de cul tures  hautement purifiées,  t r o i s  bactéries méthanogcnes f u r e n t  dé- 

c r i t e s  : IVetAanoDaciZius omelianskii qui u t i l i s e  l 'éthanoi (EARKER 1956) e t  deux 

es pèces de kfethanobacterizn, Rethanobacteriwn propioniewn e t  f~'cthcnob~eter<zu;1 

sut-o,qdezs q u i  dégradent respectivement l a  p r~p iona te  e t  l e  butyrate (STADTi+BNN 

e t  BARKER,  1951). Ces bactéries n 'é ta ien t  pas pures e t ,  en 1967, BRYANT ex al ont 

démontré que bletizanobacilZus omelianskii é t a i t l ' a s s o c i a t i o n  syntrophique di! deux 

espèces différentes  : 1 'organisme "SI' qui transfomie f 'éthanol en acétcte èt en 

hydrogène e t  une bacxérie méthanooène, Nethanobacteri-am bzyanti< qui uti 1 i se 1 ' hy- 

drogène. L'orçanisme "S" fermente en culture pure l e  pyruvate eri icétüte .  en ethano1 

e t  en CO2 mais n ' u t i l i s e  l 'éthanol qu'on présence d'une bactérie u i i l i s a î r i ced 'hy -  

drcçène (REDDY e t  a l . ,  1972). Cette découverte e t  1c f a i t  qu'aucune des m6thanogens 

dispcnibies en culture pure n ' u t i l i s e ,  5 part  l ' a ce t a t e ,  aes composés plurleurs 

câr.bones ont conduit à la déf ini t ion d'un groupe de bactéries ;3hysîologiquernent 

par t icul ières .  Ces bacteries qui sont appelées OHPA (Dbligate Hydrogen Producino 

Acetogenic Bacteria) dégradent l e s  acides gras volat i l  s à lonaue c h a î ~ e ,  les  al coû? s 

e t  cer tains  acides organiques en acétate e t  en hydrogène. Ces rgactions sont tnermc- 

dynamiquement défavorables dans l e s  conditions standards (tableau n o  5 )  niais sont 

éxergoniquzs à fa fb le  pression par t ie l le  dlhydrogène.(figure n o  5 ) .  Les OHPA ne 

peuvent aonc pousser en culture pure e t  doivent obligatoirement ê t r e  associées à des 

buctéries u t i l i sa t r ' ces  d'hydrogène. 



E!les peuvent Stre purifiées grâce à l a  techriique du t ap i s  qui consiste à 

incorporer dans l e  mi 1 ieu d '  isolement gélose des bactéries u t i l i s a t r i c e s  

d'hydrogène (msthanogènes ou sulfato-réductrices en présence de su l f a t e ) .  

Trois nouvelles espèces diOHPU ont é t é  récemnient décr i tes  : 

- Syntrop3~omona.s xol- fei  qui oxyde en l e s  acides gras vola t i l s  possèdant 

plus de quatre carbones. Cette bactérie a é t é  obtenue en association avec ?.!ethano- 

spiriZZum hungatei e t  avec une souche de 9esuZfovibrio (Mac INERF4EY e t  al . , 1979 - 
1981). 

- Syntropliobacter wo t i n i i  qui décarboxyle l e  propionate en acétate ,  CO2 e t  

hydrogene. Cette souche n 'a  pu ê t r e  isolée q u k n  association avec une bactérie 

sulfato-réductrice.  El l e  fermente cependant l e  propionate sur mi i ieu dépourvu Se 

SUI f a t e  en cocul ture avec !,letl.~cnospiriZZtun hungatei (BOONE e t  BRYANT, 1980). 

- Un baci l le  anaérobie qui déorade l e  benzoate en acé ta te ,  C O î .  hydrogène e t  

formate. (MOUNTFORT e t  BRYANT, 1982). La souche a é t é  obtenue en association 

avec une sulfato-réductrice qui u t i l i s e  1 'hydrogène e t  l e  formate mais pas l e  

benzoate. S u r  m i l  iêu pauvre en su l fa te ,  el l e  déarade en cocul turs avec !(ethano- 

spiriZZwn hungatei une mole de benzoate en t r o i s  moles d 'acétate  e t  0,75 mole de 

rnéthane. Ces associctions syntrophiques n 'ut i  l i sen t  pas d 'autres composés ero:nati - 
ques, ni a 'zcides carboxyliques. 

A côté de ces t r o i s  espèces qui sont taxonomiquement mal déf inies ,  i l  faut  souligner 

l e  rô le  des sulfato-réductrices comme bactéries OHPA dans l e s  milieux pauvres en 

:.ulfate. Certaines souches de Desuifovibrio e t  de DesuZfotomacuZm qui possèdent 

une hydrog6r1ase réal isent  en e f f e t ,  en absence de su l fa te  e t  en assocjation avec 

des bactéries méthanogènes, l e  meme type de fermentation de l 'éthanol e t  du l ac t a t e  

que i80rc;anisme "S" (BRYANT e t  a l . ,  1977). Récemment, plusieur< nouvelles espèces 

sulfato-rGductrines u t i l i s an t  des acides gras vo la t i l s  e t  1 'acide benzoïque comme 

scurce de c a r ~ o n e  e t  dtSnergie ont é t é  décri tes  (KIDDEL, 1960). En présence de 

su l f a t e ,  DesuZfobuibus propionicus oxyde l e  propionate en acétâte e t  CO2 e t  u t i l i s e  

le  mélange He - CO2 (WIDDEL e t  FFENRIG, 1932). Cette bactérie possède une hydro- 

#nase e t  i l  s é té  suggéré qu ' e l l e  pouvait en absence de su l fa te ,  intervenir ccnnie 

bactérie OHPA à par t i r  du  propionate en association avec une méthanogène (LANNBROEK 

e t  PFENNIG, 1931). Cependant aucune preuve expérimentale permettant de vé r i f i e r  



ou d'infirmer ce t t e  hypothèse n 'exis te  actuellement. 

La physiologie des bactéries OHPA e s t  t r è s  mal connue bien que leur rôle dzns 

l a  f e r ~ e n t a t i o n  méthanique s o i t  fondamental. Leur t r è s  fa ib le  taux de crcis-  

sanue rend leur étude d i f f i c i l e .  Le temps de génération de Syntrophobacter 

wolii?7l:i sur propionate e s t  de 87 heures en cocu1 ture  avec un UesuZfovib17Zo e t  
de 161 heures en coculture avec J.fethanosp,iriZiwn hungatei. Syntrophomonas 

t i o l f e i  s u n  temps de géngration de 54 heures ou de 90 heures selon q u ' i l  e s t  

associé à u n  CesuZj'ovzbrio ou à NethanospiriZZwn hungatei. 

t e  temps de doublement des sulfato-réductrices sur lac ta te  e t  sur éthanol e s t  
dc quelques heures en présence de sulfate  mais e s t  supérieur à 24 heures en 

absence de su l fa te  e t  en association avec des méthanogènes. 

û - Bactéries méthanogènes 

L'acétate e t  cer tains  composés monocarbonés ( H  - CO2,  formate, rnonî-oxyde 2 
de carbone, méthanol e t  méthylamine) sont l e s  seuls substrats u t i l i s ab ie r  par l e s  

méthanogènes. Ces bactéries constituent un groupe philogenétique hoitioggne e t  d-iffrirent 

des autres sroupes bactériens. Ceci a Gt6 demontré par l%nalyse des séquences de 

1 'AR!( ribcsomique 15 S (F3X e t  a l . ,  1977). Selon CARL UOESE (19789, l e s  n;t;tha- 

nogènes appartiennent avec les  thermoacidophiles e t  les  halophiles à une ti-oisieme 

lignée d ' è t r e  vivants, l e s  archébactéries, qui s e r a i t  aussi différente  des vi-aies 

bactéries (eubactéries) que des eucaryotes. 

Les archibactéries se différencient des eubactéries par la  composition de l e u r  

paroi e t  la  nature de leurs  l ipides menibranaires. Leur paroi, quand e l l e  exis te  

e s t  depourvue de peptidoglycane e t  d 'acide muramique. Cette proprieté permet de 

cul t iver  les  méthanogènes en présence d'antibiotiques inhi bf teurs  de 1 a synthèse 

de l a  paroi (pénic i l l ine  e t  dérivés).  Les i ipides mernbranaires sont constitu& de 

chaines ramifiées avec des l iaisons êther chez l e s  archébactéries e t  de  chaTnes 

l inéaires  avec des l ia isons es te r  chez les  eubactéries. 



ESPECES : SUBSTRATS F3UR LA CROISSANCE ET 
LA PRODUCTION DE M E T H A N E  

( METHAIYOEA CTERIW E'O8b!1CICiJ!! : H ~ ,  formnte 1 1 
BRYANTII : H2 
L3RYAh7TII S. M. O. H.  G. : Hp 
TEERMOA UTOT-!?OPH,TCUM H2 

METHANOERZVIEALTER RUMIiYPNTIUM : Hz, formate 1 

i ARBoRIPzzLus  : !-la 
1 

ARBOR. S .  AZ : Hz 
1 

( 
ARBOR S. VC 

1 
i '42 1 

( S~~IITHIZ : H~ > formate 1 
( 1 
( ~IEZYAJ/OCOCCUS L~A/LVJELII HZ> formate 1 

VOLTAE : Hz, formzte 
1 

( 1 
( TP3RiVOOL ITHOTR02iiICUs Hz, formate 1 
( -- 1 
( METiia F J O ~ I I C ~ O E I ~ I : ~  MGBILE H ~ ,  formate 1 
( - -- -- 1 
( idETHANOGZ?JIU?d CARIACI : Hz> formate --i 
( 

MARISNIGR1 : Hz, formate 
1 

( 
:--- 

1 
( -1 
( ~ETHANOSF,TRILLYi'4 BUUGATEI : Hz, formate 1 
( EUNGATEI S .  GP 1 : Hz, formate 1 

( METHANOSARCIJIA ,~A-?KERI 
( 

: H2, CH30H, CH3Nd2, acé ta te  
BARIYEBI S. 227 

( 
: !j2, CH,OH, CH,I;H2, acé ta te  1 

BARKERI S. M Hz> C H ~ O H ,  CH:N~-~~,  acé ta te  

f BARKERI S. UBS : H 2 >  CH,Oi-!, CHjNH2,  acé ta te  
iï'ARKE2I S .  Z : H E ,  CH<OH, CH3N,12, ace ta te  1 ) 

( : CH30H, CH3NHz, a c é t a t e  1 ( MET'H4NOSA+RCINA TM1 7 

( METHAiVOCOCCUS 1"4 2 x 1  : CH30H, CH3NH2. a c é t a t e  1 
( 

1 
1 

( NETHANOTHRIX SOEHNGEIVII a c é t a t e  
( 

1 

( !.B~~~ANo,PLANuS LIPIICOLA : HE, forrnste 1 

ï 
d 

I 
-.4 

Tablesu -- n o  6 : Les méthanogenes e t  l e u r  s u b s t r a t s  



BALCH e t  a l .  (1979) ont é tabl i  une nouvelle c lass i f ica t ion  des bactéries m6tha- 

nogènes en se basant sur l e s  homologies entre  l e s  séquences de 1 ' A R N  ribcsomique 

16 S. I l s  distinguent t r o i s  ordres,  quatre faniilles, sept genres e t  t re ize  

espèces (tableau 6 ) .  Depuis ce t t e  mise au point taxonomique, s ix  espgcrs 

nouvel l e s  ont é té  décri t e s  : Nethanccoccus rllazei ( I I A H ,  1980), ii4ethanobhriz 

soehngenii (HUSER e t  a l . ,  1982), ~Vzthanoscrcina Tg1 (ZIhlDE2 e t  MAH, 1979). 

!4ethanococcus t hemZi tho t roph i cus  ( H U O E R  e t  a l  . , 1982) , ?.iethanopZanus Zimieola 

(WILDGRUBER e t  a l . ,  1952) e t  J!ethnnotJzerm~s fer3vidus (STETTER e t  a l . ,  1952). 

Les principales caractér is t iques morphologiques e t  biochimiques des 19 espèces 

méthanogènes connues sont résumées dans l e  tableau n06 . 
La plupart des espaces u t i l i s e  l e  mélange Hz-CO2 (16/19) e t  l e  formate (11j19). 

Seul es quatre espèces, I'!ethanosarcina barkeri  , !.!ethanosarcinu Tf4 ?!ethano- 
1' 

coccus mazei e t  Isdetizanothrix soehngenii décarboxylent l ' a c é t a t e .  Les t r o i s  

premières fermentent également l e  méthanol e t  l e s  méthylami nes. ?.!zthanococcus 

mazei e t  ?4ethanosarcim TM ont é t é  décri t e s  comme n 'u t i  1 i sant pas 1 ' hydroçene 
1 

mais de fa ib les  croissances de souches thermophi les  de :4ethanosurcîna (PETROF, 

1982) e t  de !4ethanococcus mazzi ,  souche !1C3 (TOUZEL, 1982) ont étB observees 

sur H;, - CC,. 
L 

La réduction du CO2 en méthane f a i t  intervenir des déshydr-ènases, des trans- 

porteurs d 'électrons e t  des réductases. Aucun métabolite intermédiaire n ' e s t  

détecté e t  BARKER (1956) a suggéré qu'un transporteur x é t a i t  impliqué dans 

l e s  quatre étapes de réduction (f igure n o  6 ) .  

Chez l e s  espèces u t i l i s a n t  l'hydrogène e t  l e  formate,des hydrogènases e t  des 

formate déshydrogènases o n t  é t é  mises en évidence. Ces enzymes catalysent l a  

réduction d'un transporteur d 'é lectrons à bas potentiel q u i  e s t  sp6cifique des 

méthanogènes, l e  F 420 ('EI!?Ic~I e t  a l .  ,. 1979). Ce coenzyme a iti! découvert par 
CHEESEMAN. Sa structure qui f u t  déterminée par EIRICH e s t  p r ~ c h e  dc ce1 l e  du 

FMN (Flavine mononuc7éotide). I l  interviendrai t  uniquement dans l e s  t r o i s  pre- 

mières étapes de réduction. Le F 420 es t  fluorescent sous sa forme oxydée e t  

c e t t e  propriété e s t  u t i l i s ée  pour l a  mise en évidence des methanogènes sous 
microspope en fluorescence. (HUTSCHEf4A2CKERC e t  a l . ,  1982). La découverte 

du coenzyme M par MAC BRIDE e t  WOLFE (1971) a confirmé l'hypothèse de G A R E R  

sur la présence de transporteurs. Le coenzyme M e s t  l ' ac ide  2 mercapto-éthane 



Figure no 6 : Sehéma de BARKER 



4. 

a " .  
y. 

sulfonique (# S - CH2 - CH2 - S03) (TAYLOR e t  a l . ,  1974). I l  intervient  comme 

transporteur de chaînons monocarbonés dans les  deux dernières étapes de la  

r é d u c t i h  où i l  e s t  a lors  sous l e s  deux formes : CH3 - S - COR e t  HO - CH2 - S 

Cob!. Le coenzyme M e s t  présent chez toutes les  méthanooènes e t  e s t  u n  facteur 

de croissance chez blethanobacterim muninantium (TAYLOR e t  al . , 1974) . 

Un système enzymatique soluble, la  méthyl CoM réductase contenant une hydro- 

génase catalyse, en présence d'hydrogène, la  rêduction du méthyl CoM en méthane. 

Cette réaction nécessite la  présence de Mg e t  d'ATP. Ce dernier joue uni- 

quement u n  rôle  catalytique. Le CO2 e s t  un  activateur de la  méthyl CoRréductase 

(RPG e f fec t )  e t  WOLFE (1979) a suggéré que l a  réduction du  méthyl CoF4 é t a i t  

couplée avec l ' ac t iva t ion  du CO2. 

De nouveaux cofacteurs ( F  430 e t  F 342) ont é t é  récemment mis en évidence 

(DIERKERT e t  a l . ,  1981). Leur rôle res te  cependant à déterminer. 

La réduction du CO2 en méthane e s t  couplée avec la synthèse dlATP par ?in méca- 

nisme de type ETP (THAUER e t  a l . ,  1977). Les méthanogènes ne possèdent ni q u i -  

none, ni cytochrome. Elles se distinguent a insi  des autres  micro-org~nismrsqui 

produisent leur  ATP par ETP. 

Le méthane produit à p a r t i r  de l ' a cé ta t e  provient du groupement méthyl. Ceci 

a é t é  démontré grâce à l ' u t i l i s a t i o n  d'acétate radioactif  marqué sur l e  carbone 

2. (STADÏMANN e t  BARKER,  1949). La conversion de l ' a cé ta t e  e t  du methanol en 

méthane passe par l ' intermédiaire du méthyl Co!l (SMITH e t  a l . ,  1980).La manière 

dont l e s  méthanogènes acétoclastes produisent leur ATP e s t  encore mystérieuse. 

La décarboxylation de l ' a cé ta t e  n ' e s t  pas suffisamnent exergonique (-7 ,5  Kcal/ 

mole) pour permettre l a  formation d'une l ia ison riche en énergie e t  l a  synthèse 

d 'ATP par SLP. Plusieurs f a i t s  expérimentaux suggèrent que l a  formation d'ATP 
s e r a i t  réalisée par u n  mécanisme chémio-osmotique. Une baisse rapide du  pH extra-  

ce l lu l a i r e  induit  la forniation d'ATP chez ~ethavlosa~eina  ba.rkeri. Les agents dé- 

couplants (dini  trophéncl , ' pentachlorophénol )inhibent l a  synthèse d 'ATP chez l e s  

acétoclastes.  Plusieurs hypothèses expliquant l a  formation d'ATP par u n  gradient 

de protons ont é t é  émises (WOLFE, 1979 ; MOUNTFORT, 1978). 



Les méthanoggnes ont des exigences physiologiques t r è s  s t r i c t e s  vis-à-vis 

du milieu. Le pH doi t  ê t r e  proche de la neut ra l i té  e t  l e  potentiel  rédox- 
infér ieur  3 -359 rnV. Le sulfure e s t  la seule source de soufre u t i l i s ée .  La 
plupart des espèces peuvent ê t r e  cul t ivées sur u n  milieu exclusivement mi- 
néral mais la presence d ' ex t r a i t s  de levure ou de trypticase stimule cependant 
leur croissance. 
Aucune acétoclaste poussant à une température supérieure à 60" C n'a  é t é  
décri te  mais on connaît des extrêmes thermophiles qui u t i l i s e n t  HiCO2 à plus 
de 70" C. 

Les temps de génération sur hydrogène e t  CO2 sont d'environ 10 heures. Sur 
acétate ,  Methanosarcina barkeri e t  Ivfethanococcus mazei ont u n  taux de crois- 

sance relativement élevé (environ 24 neures de temps de doublement) mais une 
f a ib l e  a f f i n i t é  pour l e  substrat .  Au contraire ,  kfeShctnoShrix soehngenii pos- 
sède des temps de génération t r è s  lents  (10 jours) mais une f o r t e  a f f i n i t é  
pour 1 ' acétate.  

I I  - INTERACTION ENTRE LES DIFFERENTES POPULATIONS BACTERIENNES 

Les intéractions entre les  différentes  populations bactériennes présentes 
dans u n  digesteur ont une importance fondamentale sur l a  s t a b i l i t é  de la  f e r -  
mentation métnanique. La régulation du pH e t  de la  pression pa r t i e l l e  d'hydrc- 
gène e s t  assurée par l ' a c t i v i t é  des bactéries méthanogènes. La conversion de 
1 'acétate en méthane permet d 'é l  iminer 1 ' ac id i t é  produite par l e  métabol isme 
des bactéries fermentatives. Le maintien d'une faible  pression pa r t i e l l e  d'hy- 
drogène e s t  indispensable pour la  croissance des bactéries OHPA. Si l ' a c t i v i t é  
des méthanogènes e s t  insuffisante pour absorber l e  f lux d 'acé ta te  e t  d'hydro- 

gène, on a s s i s t e  à une baisse du pH, à une accumulation d'acides gras vola t i l s  
e t  à u n  blocage de la  méthanoggnese. 

Des intéractions nutri t ionnelles entre  l e s  bactéries ont é t é  mise en éviaence 
dans l e s  digesteurs e t  dans l e  rumen. De nombreuses souches nécessitent des 
facteurs de croissance (vitamines, acides aminés, acides gras ramif iés . . . ) .  
Ces facteurs de croissance sont présents dans l e  jus de runien e t  lessurnaçeants 
de digesteurs e t .  seraient excrétés lors  de l a  croissance de certaines espèces. 
(ZEIKUS, 1979). 



I I I  - COMPETITION ENTRE BACTERIES SULFATO-REDUCTRICES ET BACTERIES 

METHANOGENES 

La réduction du sulfate  en sulfure (-36,4 Kcal/mole) e s t  plus exerçonique 

que la  réduction du C O  en niéthane (-31,3 Kcal/mole). Dans les  écosystèmes anaé- 
2 

robies, l a  méthanogènèseestinhibée par la  présence de sulfate  (WINDEREY e t  

ZEIKUS, 1977). La compétition entre  l e s  bactéries sulfato-réductrices e t  metha- 

ncgènes se s i tue  au niveau de l'acétcgénèse e t  de l ' u t i l i s a t i o n  de l'hydrogène, 

du formate e t  de l ' a cé ta t e  : presque toutes l e s  sulfato-reductrices fermentent 

l e  lac ta te  e t  l 'éthanol en acétate ,  DesuZfobutbus propionicus decarboxyle l e  

propionate en acétate (WiDDEL e t  PFENNIG, 1982) e t  DesuZfotomocuiwn acetozy2uns 

oxyde complètement l ' a cé ta t e  e t  l e  butyrate en CO2 (\/IDDEL e t  PFENNIG, 1977) .  

Certaines souches u t i l i s en t  également l'hydrogène e t  l e  f o r ~ a i e  (SADZIONG e t a l . ,  

1978). 

Les concentrations en su l fa te  dans l e s  digesteurs anaérobies sont en général 

fa ib les  e t  l ' i nh ib i t ion  de 7a méthanogénèse par les  sulfates  e s t  surtoutobservée 

dans cer tains  éco-systèmes comme l e s  sédiments. 

Les sulfato-réductrices ne fermentent pas l e  méthanol e t  les  méthylamines. 

OREMLAND e t  a l .  (1582) ont m i s  en évidence dans les  sédiments, une production 

simultanse de méthane e t  de sulfure en présence de ces composés. 



MATERIELS ET METHODES 



I - ORIGINE DES POPULATIONS BACTERIENNES ETUDIEES 

Les numérations e t  l e s  isolements sur l ac t a t e  ont é t é  réa l i sés  à p a r t i r  de 

quatre digesteurs de laboratoire A ,  B,  C e t  D e t  l e s  enrichissements sur éthanol 

e t  propionate à par t i r  du  digesteur D.  Tous l e s  fermenteurs ont é t é  inocu1Gs avec 

des boues de digesteurs urbains e t  ont é té  conduits à 35' C .  Les milieux d ' a l i -  

mentation de ces quatre digesteurs sont : 

- Diçesteur A : milieu synthétique contenant du  saccharose, d ü  l ac t a t e  

e t  des acides gras vo la t i l s .  

- Digesteur 6 : eau recyclée de fabricat ion de panneaux de TiDres de 

boi S .  Les substrats  carbonés sont principalement des oses e t  des hémicel l ul cses 

partiellement hydrolysées. 

- Digesteur C : vinasses de vin blanc concentrées e t  dé tar t rées ,  

r iches eri l ac ta te  e t  en glycérol. La population bactérienne a é t é  fournie par 

A.  BORIES de l a  station de technologie végétale de Narbonne. 

- Digesteur D : eau de blancheur de p e t i t s  pois. Les substrats  côrS~nés  

sont essentiel  lement des glucides de faible  poids moléculaire (saccharose, 51 irccse, 

f ruc tose) .  

I I  - TECHNIQUES D'ISÛLEMENTET D E  CULTURE DES BACTERIES 

Les isolements e t  l e s  numérations sont réa l i sés  suivant les  cas sur boïtes 
de pétr i  en chambre anaérobie (FORRA SCIENTIFIC 1024) sous atmosphère de 

N 2 ,  
CO2,  H2 (75/i5/10) ou en ro l l  tubes selon la  technique de HUNGATE modifiée par 

MILLER e t  WOLIN (1973). Cette dernière technique e s t  également appliquée pour la 

cu l ture  des souches en milieu l iquide en flacons pénici l l ine de 16, 23, 50 e t125 217 

e t  en tubes de culture de 18 x 160. Tous les  isolements e t  toutes les  cu i turessont  

réa l i sés  2 35" C .  

I I I  - MILIEUX DE CULTURE 
P. 

Le milieu CBBM (carbonate buffered bas a7 medfum) e s t  u t i l i s e  ccmne milieu 

de base (ZEIKUS e t  WOLFE 1973). Sa composition par l i t r e  e s t  la  suivante : 

solution macrominérale ( K H z  PO4. 6 g/l ; Na Cl, 1 2  g/l ; fjg S04, 7 H 0,2,4 g/l . 
- 2 

Ca C l p ,  2 H2C, 1,6 g/1) '50 ml, solution d'oligo-éléments (Fe S04,  7 H Z O ,  0 , l  g / l  ; 

Mn Cl2, 4 H20. 0,1 g / l  ; Ca Cl2. 6 H20. 0,17 g / l  ; Co C l 2 ,  2 H20, 0,1 g/l ; Zn Cl 3 ' 
0,1 g / l  ; Cu Cl2, 0,02 g/l ; H 3  BO3, 0.01 g/l ; Na molybdate 0,01 g / l  ; Na Cl, 1 (]/l ; 

Na2 Se 03, 0,017 g/l ; N i  S04, 6 H20, 0,026 g/l ; acide n i t r i lo t r iacé t ique ,  i2,8 g / l  



Fiaure no 1 : Schéma du sytème de culture continue pour bactéries anaérobies --' 



neut ra l i sé  à pH 0,s  avec KoH) 10 ml, solut ion de vitamines (b io t i ne ,  2 mg/l ; 

acide fo l ique ,  2 nig/l ; E6 (pyr idoxa l ) ,  HGL,O,lmg/l ; B1 ( th iamine) ,  H C L ,  5 mg/l ; 

B2 ( r i bo f l av ine ) ,  5 mgIl ; acide nicotinique (n i ac ine ) ,  5 mgIl ; acide pantothé- 

nique, 5 mgIl ; B I 2 ,  c r i s t a l l i n e  (cyanocobalaminej, 0,1 mg/l ; PABA (acide para- 

aminobenzoïque), 5 mgIl ; acide 1 ipoïque, 5 mgIl ) 10 m l ,  N H 4  Cl , 1 g,  resazuri ne 

( 0 , l  %) 1 ml. t a  concentration de bicarbonate a é t é  modifiée pour obtenir  u n  pH 

de 7 ,3  sous une atmosphère de CO2 de 15 % (mi 1 ieu BM, KHC03 = 4 $5 911 ) e t  de 100 "/, 

(milieu B C ,  KHC03 = 30 g/l ) . 
Le milieu BY e s t  l e  milieu BM supplémenté avec 0,5 g/l  d ' e x t r a i t  de levure.  Pour 

I ' isolenient e t  l a  ca rac té r i sa t ion  de l a  souche X 4 ,  l e  milieu BC e s t  supplémenté 

avec 0,5 g/1 a ' e x t r a i t  de levure (milieu BCY)  e t  0,5 g / l  d ' e x t r a i t  de levure e t  

5 % de jus de rumen (milieu BCR). Le milieu de base BS pour l e s  bactér ies  su l fa to -  

réauc t r i ces  e s t  l e  milieu BM dépourvu de NH4 Cl e t  supplémenté avec ( N H 4 ) 2 y  'O,, 

1,24 g/l e t  Na2 S04, 1,24 911. Le milieu BYS e s t  l e  mil ieu BS additionné de0 ,5  911 

d ' e x t r a i t  de levure. Les milieux d ' isolement géloses contiennent 15 g/ l  d ' agar  

(Merck référence 1614). Les sources de carbone e t  l a  solut ion réauctr ice  (Cysteine 

H Cl,  1,25 I ,  Na2 S ,  1,25 %) sont  autoclavées séparément dans des f lacons pén ic i l -  

l i n e  sous atmosphère d ' azo te  e t  a joutées  stéri lement au milieu.  

IV - CULTURE E N  CONTINU 

Le d i s p o s i t i f  expérimenta1 représenté sur l a  f igure  n O l  a é t é  conçu de manidre 

à l im i t e r  l e s  r i sques  de contamination microbienne e t  de d i f fus ion  de l 'oxygène. 

Toutes l e s  cana l i sa t ions  sont  en inox (118 pouce) ou en caoutchouc butyl (diamètre 

i n t é r i e u r  6 m m ) .  La régulat ion du déb i t  d 'a l imenta t ion e s t  assurée par une pompe 

doseuse (1 )  (BRAUH Fe 211) à membrane avec une t ê t e  en inox autoclavable.  Lemilieu 

d 'a l imenta t ion ( 8  l i t r e s )  e s t  préparé,  s t é r i l i s é  e t  r é d u i t  dans u n  flacon en pyrex 

de 10 1 i t r e s  ( 2 ) .  I l  e s t  maintenu sous une légère surpression d 'un  mélange gazeux 

Np - CO2 (85115 j .  Le réacteur ( 3 )  dont l e  volume u t i l e  e s t  de 350 ml e s t  en pyrex 

avec une double enveloppe re1 i é e  à u n  bain-marie thermostaté ( 4 )  . L'homogénéi s a t i on  

du milieu e s t  r é a l i s ée  par un barreau airnenti e t  u n  ag i t a t eu r  magnétique ( 5 ) .  Le 

milieu neuf e s t  i n t rodu i t  dans l e  réacteur  goutte à gout te  à t r avers  une a i g u i l l e  

piquée dans u n  bouchon en butyl ( 6 ) .  Une ampoule ( 7 )  s i t u é e  avant l ' a i g u i l l e p e r n ~ e t  

d ' é v i t e r  une remontée des bac te r ies  dans l e s  canal isa t ions  e t  l e  milieu d'alimen- 

t a t i on .  Un raccord en inox (8) e s t  s i t u é  en t r e  l e  rése rvo i r  de niilieu neuf e t  l a  



pompe d'alinientation. La membrane de la pompe ( 9 )  peut donc ê t re  facilement 

remplacëe en maintenant l e  res te  du  système s t e r i l e  e t  anaérobie. Le milieu f e r -  

menté e s t  évacué par débordement e t  tombe dans l e  séparateur gaz-liquide (10) .  I l  
e s t  finalement récupéré dans u n  erlenmeyer s t é r i l e  (11) après u n  passage dans u n  
syphon (12)  qui intervient comme jo in t  hydrolique empêchant la diffusion de l 'oxy- 

gène dans l e  système. Le volume de gaz produit e s t  déterminé grâce à u n  compteur (13) 

à impul sion (MOLETTA e t  ALBAGNAC 1982) . En cas de production de gaz, tout l e  di s-  

pos i t i f  e s t  sous une légère surpressiondequelques centimètres d'eau (h - h l ) .  

V - DETERMINATIONS ANALYTIQUES 

- Dosage des acides gras vola t i l s  e t  des alcools 

I l s  sont dosés par chromatographie en phase gazeuse sur u n  chromatographe 

(Varian 3700) équipé d'un détecteur à ionisation ce flamme. La colonne en ac ier  

inoxydable (1/8" x 8 ' )  e s t  remplie avec d u  chromosorb id.Ab!.DHCS 100 - 120 mesh 

imprégné de 25 % de NPGA (néopentylglycoladipate)  e t  de 2 % d'acide phosphorique. 

Le gaz vecteur e s t  de l ' azo te  saturé en acide formique. Son débit  e s t  de 30 ml 

par minute. 

Les AGV sont dosés en isotherme à 130" C .  Une programmation l inéaire  de température 

en t re  80" C e t  130" C pendant 10 mn permet de séparer l e s  alcools e t  los AGV. 

- Dosaqe d u  l ac ta te  e t  du succinate 

I l s  sont dosés par chromatographie liquide haute pression avec u n  détecteur 

UV à 210 nm (Waters). La colonne à compression radiale  (radial  pack C I B )  a u ~ e  

granulométrie de 10 Pm. L'élution e s t  réal isée par u n  tampon phosphate 0,2 M à 

pH 3.  

- Dosage des gaz 

L'analyse des gaz e s t  effectuée sur u n  chromatographe Pye Unicam GCD équipé 

d'un détecteur à conductivité thermique. La colonne en ac ier  ifioxydable estremplie 

de Porapak S. La séparation e s t  réal isée en isotherme à 50" C .  



- Détermi nation au carbone minéral 

Les tubes de cul ture  sce l lés  sont a lca l in isés  par l ' i n j ec t ion  de Na OH 1 O N 

( 5 %  v / v )  a f in  de piéger sous forme de carbonate tout l e  CO2 présent dans l'atmos- 

phère du flacon. La concentration en carbone minéral e s t  ensuite déterminée sur u n  
analyseur à infrarouge (HORIBA - PIR 2000). 

- Dosage de 1 ' aci de formi que 

L'acide formique e s t  aosé par une méthode calorimétrique (LANG 1972). Dans 

une solution de propanol e t  d'anhydride acétique, l ' ac ide  formique réagi t  avec 

l 'acide c i t r ique  en donnant une coloration rouge. La lecture se f a i t  2 515 nm. 

- Détermination de l a  croissance 

La croissance e s t  déterminée en mesurant l'auçrnentation de I'absorbance ? 

550 nrn pour l e s  milieux réduits e t  à 680 nm pour l e s  milieux oxydés contenant de 

l a  resazurine. Les croissances dans les  tubes de cul ture  anaérobie de 18 x 160 

sont mesurées directement en insérant l e s  tubes dans l a  ce l lu le  de lecture du 

sgectrophomètre (JEAN e t  CONSTANT - PROLABO). 

- Dosaqe des sulfures 

I l s  sont dosés ionométriquement à l ' a ide  d'une électrode spécifique (ORION). 

VI - INDENTIFICATION DU CYTOCHROME C 

Lesce l lu l e s (1  g )  sont récupérées après centrifugation du milieu de culture 

e t  rcsuspendues dans 3 ml d'eau d i s t i l l é e  à O" C. Elles sont broyées dans une 

presse de FRENCH à 20 000 psi . Les ex t ra i t s  ace l lu la i res  sont dilués 50 fo is  

dans u n  tampon t r i c ine  KoH 50mM à pH 7,5. Les deux cuves (référence e t  mesure) 

sont remplies avec de l ' e x t r a i t  di lué.  Le cytochrorne C e s t  rédui t  dans la  cuve 

de mesure par l ' addi t ion  de quelques cristaux de Na2 S2 O4 avant l a  réal isat ion du 

spectre de différence (BADZIONG e t  a l . ,  1978). 



V I 1  - MICROSCOPIE - ELECTRONIQUE " 

- Coloration negative - 

Une goutte de culture bactérienne e s t  déposée sur une g r i l l e  parlodionée 

e t  carbonée pendant 30". Après séchage les  bactéries sont colorées par une solution 

alcoolique d 'acé ta te  d'uranyle à 50 % pendant 30" e t  séchées de nouveau. Les 

observations sont réal isées  sur u n  microscope HITACHI HS 75. 

- Coupes 

Les ce l lu les  bactériennes sont fixées pendant deux heures par l a  gluta- 

raldehyde 1,2 % en tampon cacodylate 0,07 M (pH 7,3) contenant du rouge de ruthe- 

n i u m  0,05 %. Elles sont lavées (une heure) par u n  tampon cacodylate 0 ,1  M avec du 

rouge de ruthenium 0,075 %. La postfixation ( t r o i s  heures) e s t  réal isée à 1 'acide 

osmique 1 % en tampon cacodylate 0 , l  M .  L'inclusion a é t é  pratiquée en EPON après 

déshydratation par les  alcools croissants e t  passage dans l'oxyde de propylene. 

Les coupes sont effectuées au FORTER BLUM e t  observées aux microscopes HITACHI 

HS 75 e t  JEOL EM 120C apres avoir é t é  contrastées a l ' a cé t a t e  d'uranyle e t  au 

c i t r a t e  de plomb. 

x toute la par t ie  concernant la microscopie électronique a é t é  réal isée par l e  

Dr PRENSIER d u  laboratoire de microscopie électronique de l ' un ive r s i t é  des 

sciences e t  techniques de LILLE 



CHAPITRE I I I  

RESULTATS 



D I  GESTEUR 1 B A C T E R I E S  U T I L I S A T R I C E S :  B A C T E R I  ES 
D E  LACTATE : s u L F A T o  - R E D U C T R I  C E S  i , 

A mi l ieu  synthétique sac- j 8. 108 1,5.108 
j 

! charose lactate  AGV 1 
L-.- 1 
( 6 e f f luent  de panneaux de i 5.108 non 1 
( f ibres  de b o i s  détermi né ) L 1 
( C vinasse Ce v i n  blanc dé- 5 . 1 0 ~  2,4.108 

1 
t a r t r ée  e t  concentrée 1 

Tableau n o  1 : Numération des bactéries u t i l i s a t r i c e s  de lac ta te  



1 - ISOLEMENT 

A - Isolement e t  numératjon de ~ a c t é r i e s  u t i l i s a t r i c e s  de lac ta te  - 

La concentration des bactéries ut i  1 i sa t r ices  de 1 ac ta te  a é té  détermi née 
par di lut ions sé r i e l l e s  dans t r o i s  différents  aiyesteurs de laboratoires ( t a -  
bleau n" 1).  Sur l e  mi7ieu BY l ac t a t e  gélosé, l e s  numérations furent realisées 
en chambre anaérobie e t  û n t  toutes donné des résu l ta t s  voisins de 5.10 bac- 

t é r i e s  par ml de contenu de digesteur. Le déncmbremen.t s é l ec t i f  des bactéries 
sulfato-réductrices e s t  effectuë en ro l l  tubes (tubes roulés) en comptant ies  
colonies noires sur l e  milieu BYS lac ta te  gélosé. Leur concentration e s t  de 
2.10 bactéries par ni1 dans les  digesteurs A e t  C .  Ces rGsultats sont à com- 
parer avec les  5.10 bactêiies par ml que l 'on  observe par comptage d i rec t  au 
microscope après c o l o r a t i ~ n  à l ' a c r id ine  orange. Les bactéries u t i i i s a t r i c e s  de 
lac ta te  représentent donc ?u moins 10 % de l a  microflore des digesteurs étudies. 
Douze souches fermentant l e  lac to tê  ont é té  isolées e t  purif iées  s o i t  à par t i r  
des colonies présentes sur l e s  di lut ions 1 0 - ~  e t  IO-' (digesteurs A ,  B e t  Cj, 

soit par épuisement à par t i r  du digesteur . Ces souches o n t é t é  classées en s ix  
groupes en fonction de leurs  caractéristiques morphologiqces principales e t  de 
leurs spectres fermentaires (tableau n o  2 ) .  

B - Enrichissement e t  isolement sur éthanol 

1 - Enrichissement sur éthanol 

Trois enrichissements ont é t é  réa l i sés  à par t i r  du même digecteur anaérobie 
avec des t ransfer t s  toutes l e s  semaines. Les produits ae fermentation de l'éthanol 
sont différents  suivant les  conditions de culture (tableau n o  3 ) .  De for tes  con- 
centrations en éthanol e t  en e x t r a i t  de levure ont permis de sélectionner une 
fermentation de type Ctostridéum kluyven (XEl). Par contre,  pour de faibles  c m -  
centrations en éthanol e t  en e x t r a i t  de levure on observe une fermentation pro- 

pionique avec un  i a i  ble inoculum e t  une atmosphère de 100 % de CO2 (ME3) e t  une 
fermentation hcmoacétique couplée avec une production de méthane avec u n  for t in( ; -  
culum e t  une atmosphère de N2, CO2 85/15 ( M E 2 ) .  

2 - Isolement de bactéries acétogènes eroductrices d'hydrogène ............................ ----- --------------- --- --.. 
A par t i r  de 1 'enrichissement M i 2 ,  ces di lut ions sér iel  l e s  furent inoculées en 

ro l l  tubes. Sur i ~ i l  ieu BYS ithanol des colonies noires apparaissent en t ro is  jours.  





Figure No 1 : Petites colonies de la 
souche X entourant une colonie de 

4 
la souche X sur milieu BCY éthanol 

8 

Figure No 7 : Morphologie de la 
souche X (microscope à contraste 

4 
interférentiel) 

g r  No 10 : Morphologie de la 
souche X, (microscope à contraste 
interférentiel) 

Figure No 26 : Morphologie de la 
souche FP (microscope à contraste 
interférentiel) 



Deux souches sulfato-réductrices RE1 e t  REZ6 furent isoli-es e t  purif iees .  Sur 
milieu BY éthanol avec u n  tapis de iblethanobrevibacter A Z ,  on observe, après u n  
mois d'incubation, des colonies crèmes formant parfois des pochss de gaz dalis l a  

gélose. Ce type de colonies n 'apparaît  pas sur l e  milieu témoin %Y saris éthanol. 
A p a r t i r  d'une colonie gazogène, nous avons purif ié  une souche ,\El .  Cette souclie 
pousse en cul ture  pure sur milieu BYS éthanol e t  parai t  senblable à l a  soüche 

3 - Isolement de bactéries 2roeioniq~es u t i l i s a t r i c e s  d'éthanol ....................... -- -------------------------.------- 

L'enrichissement ME3 f u t  maintenu sur l e  même milieu avec des transfL. nr tc  heb-- 
domadaires. Aucune croissance n ' e s t  observée après un  choc thermique de 10 mn d 

80" C ou en absence d ' e x t r a i t  de levure. Des di lut ions sé r i e l l e s  furent  inoculées 
en r o l l  tubes sur milieu BCY gélosé avec e t  sans éthanol. Dans l e s  deux cas 02 
observe des colonies blanches i r régul ières  jusqutà la d i lu t icn  IO'* . Des colonies 
jaunes régulières apparaissent jusquià la di lut ion IO-' uniquenent sur Te ni ï ieu 

BCY éthanol. Une souche dénommée X8 a é t é  purifige a p a r t i r  des coloniesb?anclies 
i r régul iè res .  Elle ne fermente pas 1 'éthanol e t  pousse sur 1 ' e x t r a i t  de levure. 
Une colonie jaune régulière fu t  prélevée sur l a  dilution 10-~' e t  inise en suspensisn 
dans u n  tube de milieu liquide. Des di lut ions sé r i e l l e s  furent  réal isées  immédia- 
tement à par t i r  de ce tube e t  inoculées sur quatre milieux gélosés d i f fé rents  : 
6CY, BCY éthanol, BCY éthanol préincubé avec une culture de X8 e t  BCR ethanol ( t a -  

bleau n" 4 ) .  Des colonies jaunes régulières sont retrouvées à l a  di lut ion IO-' 
seulement sur l e s  milieu BCR éthanol e t  BCY éthanol préincubé avec l a  souche A8. 

Sur l e s  milieux BCY, BCY éthanol e t  %CR éthanol, on observe environ 1C2 colonies 
blanches régulières. Sur milieu BCY éthanol, ces colonies sont entourées de pe t i tes  
colonies jaunes dont l a  t a i l l e  décroî t  en fonction de la  distance qui l e s  s6pat-e 
de l a  colonie blanche centrale ( f igure n o  1). Ces f a i t s  indiquent clairement que l e  
développement des colonies jaunes nécessite la  présence d ' u n  facteur de croissance 
produit par la souche X8 e t  qui e s t  présent dans l e  jus de rumen. L'isolement d'une 
souche pure X4 p u t  ê t r e  réal isée à par t i r  des colonies présentes sur la  di:ution 

1oS4 sur l e  milieu BCR éthanol. Contrairement à l a  souche X g ,  l a  socche Xa fer -  

mente 1 'éthanol en acétate e t  propionate. 



- - - - 
CONDIT ION DE CULTURE 1 

ENRICHISSEMENT i- - PRODUITS 1 , 
No F I N A U X  I Ethanol mM Extrait de :phase gazeuse !noculun X : . levure  g / l  . 1 \ 

: Butyra te  
i 

1 : Caproate , 

- 
: Acétate j 

ME3 3 O O,2 Co2 2 + 1 
: Propionate 1 

- 

Tableau no 3 : Produ i ts  de fermentat ion de l ' é t h a n o l  par  t r o i s  enrichissements obtenus à 
p a r t i r  du même d i  gesteur  anaérobie. 

M I L I E U  GELOSE : COLONIES RETROUVEES : COLONIES RETROUVEES 1 
I : A L A  D I L U T I O N  10-1 A L A  D I L U T I O N  IO-" 1 1 
( :>,, . ,  BCY 1 8 co lon ies  blanches : - 
\ 

112 co lon ies  blanches en-: 
( BCY éthanol : tourées de p e t i t e s  colo- :  - 1 
( 
( :n ies jaunes 1 ? 

BCY éthanol preincubé - 
( avec l a  souche X8 3 c o l o n i e s  jaunes 
(- 1 

BCR éthanol : 13 co lon ies  b l ~ n c h e s  : 5 co lon ies  jaunes 1 
1 

Tableau no 4 : P u r i f i c a t i o n  de l a  souche X4 sur d i f f é r e n t s  m i l i e u x  gélosés 



C - Enrichissement e t  iso1en;ent siir propionate -- 

1 - Enri chi ssenient sur  propionate -- ------ 
Un enrichissement r éa l i sa  à p a r t i r  de digesteur anaérobie a é t é  maintenu sur 

rniiieu BI4 propionate pendant u n  an avec des t ransfer t s  de 10 % ( v / v )  toutes l e s  

s ix  semaines. Le propionate e s t  entièrement u t i l i s é  e t  l e  CH4 e t  l e  CO2 sont 

les  seuls produits finzux. Après s tab i l i sa t ion  de l'enrichissement la  mssssbac- 

térienne présente un  aspect cotonneux e t  l e  milieu de culture r e s t e  limpide. 

L'.examenmicroscopique permet d'observer de longs filaments qui,  en t recro isés les  

uns avec les  autres ,  fornient u n  réseau serré einprisoi-inant une population variGe 

Cc bactéries. Lorsque l 'enrichissement e s t  transféré sur milieu BM acétate,  on 

obtient la  croissance du filament e t  une décarboxylation de l ' a cé ta t e  en méthane. 

Cette bactérie méthariogène se rapproche par ses caractéri s t i q i ~ e s  morphologiques e t  

biochimiques de Methanot7zrix soehngenii (HUSEP, e t  a l . ,  1982) dont aucune culture 

pure n ' e s t  actuellement disponible. Par une sé r i e  de d i lu t ions  ser iel  les  sur mi- 

l ieu BY acétate contenant 0,1 g/l de vancomycine nous avons pu obtenir une ciil- 

ture hautement enrichie d u  filament. Cette culture dénommée FE n ' e s t  pas absolu- 

ment pure mais peut cependant ê t r e  u t i l i s é e  pour des études physioloçiques e t  
pour réa l i ser  des a s s ~ c i a t i a n s  bactériennes. Aucune croissance n ' e s t  en e f f e t  

observee après inoculation de la cul ture  FE sur des.milieux contenant de l ' e x t r a i t  
de levure, des acides aminés e t  différentes  sources de carbone (glucose, l ac t a t e ,  

éthanol , propionate) , 

2 - Isolement des bactéries u t i l i s a t r i c e s  de propionate ......................................... -- ------ 
A par t i r  de 1 'enrichissement sur propionate, des di lut ions sé r i e l l e s  ont é t é  

inoculées en ro l l  tubes sur milieu BYS gélosé avec e t  sans propionate. Onobserve 

après t r o i s  semaines d'incubation, des colonies noires à l a  di lut ion 10-5 unique- 
ment sur l e  milieu BYS propionate. A pa r t i r  de ces colonies, nous avons i so lé  e t  

purif ié  une souche FP qui u t i l i s e  l e  propionate en présence de su l fa te  dans l e  

milieu. Nous avons également r ea l i sé  des isolements à p a r t i r  des mêmes dildcions 

en incorporant des bactéries u t i l i s a t r i c e s  d'hydrogène dans l a  gélose a f in  de pog- 

voir i so ler  des organismes syntrophes. Les souches isolées  sur milieu BYS propio- 

nate avec u n  t ap is  d'une souche de ~ e Z s u f o u i b r i o  (MADISON STRAIN) qui u t i l i s e  

l'hydrogène nais  pas l e  propicnate sont semblables Ù l a  souche FP .  P.ucune bactérie 

fermentant l e  propiorrate n 'a  pu ê t r e  isolée sur l e  milieu BY propionate en présence 

d ' un tapi s de È!e$havlobr~uibmter AZ. 



SUBSTRATS 
SOUCHES 1 \ 

i 
( Glucose + + - 1 

Mannitol 

( Saccharose 

[ Maltose 

( Xylose 1 Arabinose 

( Ce1 1 obi ose 

Tableau n o  5 : Substrats fermentés par les  souches 
L l Y  L5 e t  B1 

Produits finaux en mM i subs t ra t  Co : pHfinal  : -> 
: acétate : ~ r o ~ i o n a t e  : l ac t a t e  

i 
. ( Glucose 25 mM : 2,s O 

1 

Lactate 50 niid : 1,2 : 6,9 14,5 3 5 - 
( -- 1 

Tableau n G  6 : Fermentation du  lac ta te  e t  d u  glucose par l a  souche L I  

/-;y, 

-7- L-1 . Produits finaux en mM 
- 

substrats  : DO : pH . x : acétate ~ r o ~ i o n a t e  j butyratei val ératei  caprcate: HZ 
:-- 

: Lactate (50) : 0,45 : 6,8 : 20,5 : 2 1 3 : 2,5 : - :48 % 

% Fourcentage dans la phase gazeuse 

Tableau n o  7 : Fermentation d u  lac ta te  e t  du glucose par l a  souche L5. 



I I  - CARACTERISATION DES ISOLATS 

Neuf souches représentatives des voies de dégradation d u  l ac ta te ,  de 1 ' 6 -  

thanol e t  du propionate ont é t é  caractérisées.  Elles ont  é té  regr~upées  suivant 
l e  type de fermentation qu ' e l l e s  réa l i sent  : 

- fermentation propionique (souches L I ,  L5, B I ,  X 4 )  

- fermentation butyrique (souche B2) 

- fermentation acétique (souches sulfato-réductrices CP6?, RE1,  R E Z 6  e t  

FP) . 

A - Bactéries propioniques 

1 - Bactéries isolées  sur lac ta te  ............................. 
La formation de propionate à p a r t i r  de lac ta te  e s t  réal isée par différentes  

espèces bactériennes. Nous avons ident i f ié  des souches appartenant aux genres 

CZostridim, PropionibacterZwn, Megasphaera e t  Treponeme. 

- souche L1 : (~ rop ion iboc te r im sp. ) 
La souche L I  u t i l i s e  l e  lac ta te ,  l e  giycérol e t  une grande var ie te  

de sucres (tableau n o  5 ) .  Les relat ions entre  l a  croissance*et l e s  prcduits d2 

ferinentation sur lactate  e t  sur glucose sont indiqués sur l e  tableau n o  6 .  On cb- 

serve sur glucose une production d 'acétate ,  de propionate mais égaiement de lûc- 
ta t e .  
La souche L I  peut ê t r e  cultivée sur l e  milieu minéral BM. L'addition d ' e x t r a i t  
de levure stimule toutefois l a  croissance ( f igure  n o  2 ) .  Le temps de génération 
e s t  de 15 heures sur milieu BM l ac t a t e  e t  de 9 heures sur milieu BY l ac ta te  (con- 
tenant 0,5 ç j l  d ' ex t r a i t  de levure).  Le pH optimum se  s i tue  entre  6 , 9  e t  7 , s  

(figure n o  3 ) .  

- souche B1 : (CZostridiwn propionicus) 
A part  l e  l ac t a t e ,  l a  souche B1 n ' u t i l i s e  aucun des co~pos6s tos t é s  

(tableau no 5 ) .  El l e  r éa l i se  une fermentation propionique cl assique du l ac t a t e .  
11 f au t  noter l e  faible  rendement de croissance (0,31 unité de DO pour 50 mM de 

4 l ac ta te  fermentéj. L 'ex t ra i t  de levure e s t  indispensable à l a  croissance. Le temps 

de génération de l a  souche BI sur milieu BY l ac t a t e  e s t  de 9 heures (P =0,074? h- ' )  

( f igure n04 ) .  



Figure n o  2 : Influence de l a  concentration en e x t r a i t  de levure ( O  O g / l  ; 
*0,25 g / l  ; zPr 0,5 g / l  ; A 1 g / l )  sur les  cinétiques de 

croissance de l a  souche L I  sur lactate .  

Figure n o  3 : Influence d u  pH sur l e  taux de croiss-;ce de l a  souche LI sur 
milieu BM lac ta te .  



Figure No 8 : Morphologie de la souche X en coloration négative 
(grossissement x 7 500) 

4 

Figure No 5 : Coupes fines de la souche X observées en microscopie 
électronique 

4 



Figure No 9 : Morphologie de la souche X en coloration négative 
(grossissement x 9 000) 

8 

Figure No 6 : Coupes fines de la souche x observées au microscope 
électronique 

8 



- souche L5 : (Negasphaera elsdenii) 

La souche L j  fermente l e  l ac t a t e ,  l e  glucose, l e  mannitol e t  l e  

maltose en hydrogène, en CO2 e t  en un milange d'acides gras v o l a t i l s  ( C 7  e t  C ) .  
6 

On observe une variation dans les  rapports entre  l e s  produits finaux selon que 

l a  souche e s t  cultivée sur glucose ou sur lac ta te  (tableail n o  7 ) .  Les princi-  

paux produits de fermentation du lactate  sont l ' a cé ta t e  e t  l e  propionate. Le 

glucose e s t  par contre converti principalement en acé ta te ,  butyrate e t  capro- 

a t e .  La souche L j  ne peut ê t r e  cultivée qu'en presence d ' e x t r a i t  de levure dans 

l e  milieu. Son teinps de génération sur milieu BY l ac t a t e  e s t  infér ieur  à 4 

heures (u=0,195 h- ')(figure n o  4 ) .  

2 - Bactéries isolées sur éthanol ............................. 
Les deux souches X 4  e t  X8 isolées à p a r t i r  de 1 'enrichissement M E j  sont nor- 

phologiquement peu différentes.  Ce sont deux baci l les  anaérobies s t r i c t s  non 

sporulés e t  gram négatif .  La structure de type gram négatif des parois des deux 

souches e s t  confirriée par l'examen au microscope électronique (f igures  n o  5 e t  

no 6 ) .  

Les cel lules  de l a  souche X 4  apparaissent isolées ou associt-es en courteschuines. 

La t a i l l e  moyenne d'une cs l lu le  e s t  de 0,6 x 1,4 Pm (figure n o  7 ) .  L'examen au 

microscope électronique de coupes longitudinales montre l'absence de septum dans 

l e s  chaines qui paraissaient constituées de plusieurs élénients en microscopie 

optique. Les cel lules  présentent des formes assez i r régul ières  mais ces morpho- 

logies anormales scnt peut ê t r e  dues au f ixateur  ou à une contrainte mécanique. 

Bien que la souche X 4  ne paraisse pas mobile au microscope optique, desf lage l ies  

ont cependant pu ê t r e  mis en évidence par examen en microscopie électronique en 

coloration négative (f igure n o  8) .  Les ce l lu les  de l a  souche Xa sont isolées ou 

en paires. Elles sont mobiles e t  possèdent plusieurs f lage l les  ( f igure n o  9 ) .  

La t a i l l e  moyenne d'une cel lule  e s t  de 0,S x 3 pm (f igure n o  10). 

Les deux souches X 4  e t  X8 se différencient par leur sens ib i i i t é  5 differents  an- 

t ibiot iques.  La souche X 4  e s t  résis tante  à 1 'ampicilline (100 mg/1) à l a  néomycine 

(50 mg/l) e t  à l a  D-cyclosérine (100 mg/l) e t  sensible à la vancomycine ( 1 C O  mg/l) 

e t  à l a  bacitracine- (30 mg/l). La souche X8 e s t  seulement rés i s tan te  à l ' a a p i c i l -  

l i n e  e t  à l a  D-cyclosérine. 

Aucune des deux souches ne fermente l e  l ac t a t e ,  l e  fumarate, l e  méthanol e t  l e  

butanol. La souche Xg u t i l i s e  l e  glucose, l e  pyruvate e t  l e  mélange H, - CO2 ; - 



J heures  

F igu re  no  4 : C iné t i ques  de c ro issances  des souches L5 (*) e t  BI (A) sur  --- 
m i  1 i e u  bY l a c t a t e  

SOUCHE X4 SOUCHE X8 1 

SUBSTRATS : j P r o d u i t s  (~rnM) :Produ i ts  ( AmM) 
DO 

1 
(MM) DO 1 : acé ta te  p rop iona te  : a c é t a t e  1 

0 - - 
) 

Glucose (16 )  : 1 >O4 47,8 ) 1 
Xylose (20) : 0,2 11,OO : 996 O - 1 

X O - - 
1 

Hz - CO2 0,15 15,7 1 1 
Pyruvate (50) 0,29 34,8 15,4 0,38 35,7 1 1 
Ethanol (30) ; 0,21 11,5 16,9 O - 1 1 
'ropanol (30) 0907 O 6,7 O - 1 1 
l r opano l  (30) : 

1- 

1 
O, 14 - 8,3 22 ,O O - 1 

k é t a t e  (30)  
--- 

1 

Tableau no 8 : Subs t ra ts  fermentés p a r  l e s  souches X4 e t  X8 -- 

K. atrriosphère de 2 bars 



F i g u r e  no  11 : C iné t i que  de dég rada t i on  de l ' é t h a n o l  p a r  l a  souche X 4  s u r  m i l i e u  
BCY pré incubé svec l a  souche X  . 
( r éthano l ,  .L; acérate,  O propfonate,  Sr d e n s i t é  o p t i q u e ) .  

DO f i  

035 

DO 

I -3 
100 heures 

F i g u r e  no  12 : C iné t i ques  de c ro i ssance  de l a  souche X c u l t i v é e  seu le  ou en a s -  -- 
s o c i a t i o i i  avec l a  souche X8 ( o X su r  fii 1  i e u  BCY é thano l  ; a X 4  

4 su r  m i l i e u  BCR é thano l  ;* X + X  su r  n i i l i e u  BCY é thano l  ; A X4 
su r  m i  l i e u  BCY Cthanol p rë i n tubé  %vec X8. 
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Figure n o  14 : Influencedu pH ( r 6 , O  ; *  6,5 ; a 6,9 ; o  7,3 ; + 7 , 6  ; * 7 , 9 )  
sur l e s  cinétiques de croissance de la  souche B2 sur milieu BM 
méthanol. 
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Figure n o  13 : Influence du pH sur l e  taux de croissance de la  souche B2 

sur lac ta te  ( a  ) e t  sur méthanol ( * ) .  



1 'acétate  e s t  l e  seul produit détecté.  La souche X 4  fermente i 'éthanol, l e  pyru- 
vate e t  l e  xylose en u n  mélange d 'acétate  e t  de propicnate. La croissance sgr 

propanol nécessite la présence d 'acé ta te  dans l e  milieu e t  l e  propionate e s t  a lors  
l e  seul produit formé (tableau n o  3 ) .  La figure n o  11 montre les  re la t iûns  entre 
l a  croissance de la  souche X 4 ,  l a  consomation d'éthanol e t  la  production d 'acétat?  
e t  de propionate. Les bilans expérimentaux de fermentation de 1 'éthanol e t  d u  pro- 
panol sont : 

15,5 propanol + 0 ,3  acétate + S,3 CO2 22 propionate 

28,8 éthanol i- 15 C O 2  11,5 acétate + 16 propionatr 

Des cinétiques de croissance ont permis de confirmer l a  dépendancenutritionnel7e 

de l a  souche X 4  pour u n  facteur de croissance (f igure n o  1 2 ) .  Sur l e  milieu BCY 

éthanol, la croissance de l a  souche X 4  seule e s t  t r è s  fa ib le .  Lorsque l e s  souches 
X4 e t  X8 sont inoculées simultanément on observe une croissance en deux phases. 
La comparaison avec l'absorbante i n i t i a l e  de l a  cul ture  préincubée de X8 sur RCY 

éthanol suggère que l a  première phase e s t  due ii l a  croissance de l a  souche X, 
J 

pendant 45 heures e t  l a  deuxième à ce l l e  de l a  souche X4 à par t i r  de l a  soixante 

cinquième heure. La souche X8 fourni t  l e  facteur  de croissance n6cessaire à l a  

souche X4.  Ce facteur e s t  présent dans l e  jus de rumen car 1s souche X 4  pousse 
t r è s  bien sur milieu BCR éthanol avec u n  temps de génération de 6 heures. L'aug- 
mentation de la  concentration en jus de rumen (10,  20, 40, 100 %)  nc se  t rudui t  
pas par u n  accroissement du taux ae croissance. 

B - Bactéries butyriques : étude physiologique de l a  souche B2 

Des bactéries productrices de butyrate ont é t é  isolées uniquement sur 1 actate  . 
Toutes les  souches purif iées  appartiennent au genre Eubacteriwn e t  seule la  souche 
B2 a é t é  étudiée. 

1 - Caractérisation ce1 1 ulaire  

La souche B2 a e t 6  i so lée  sur milieu BY l ac t a t e  2 p a r t i r  du digesteur D. C'est 
u n  baci l le  gram pos i t i f ,  anaerobie s t r i c t ,  non mobile. Les ce l lu les  soct génera- 

lement isolées ou en paires e t  présentent quelquefois des embranchements. Leur 
t a i l l e  nioyenne e s t  de 0,8 x 2,7 pm. 

2 - Caractérisation de l a  croissance ................................ 
La souche B peut ê t r e  cultivée sur l e  milieu BM qui e s t  dér~ourvu d ' e x t r a i t  2 

de levure e t  d'azote organique. Elle fermente l e  glucose, l e  fructose,  l e  mannitol, 

l e  lac ta te ,  l e  pyruvate, l e  méthanol e t  l e  melange H2 - C U 2 .  Le pH optimün~ de 



. 
50 

heures 

Influence de la  pression pa r t i e l l e  de CO2 ( e O bar ; *  0,05 bar ; 
A 0,15 ; a 1 bar) sur les  cinétiques de croissance de la  souche 
B2 sur milieu BM lac ta te  (25 mM). 

heures - 

: Influence de la pression pa r t i e l l e  de CO- ( O  O bar ;*0,05 bar ; 
L 0,15 bar ; a 1 :13r) sur les  ciliétique5 de croissance de la 
souciie B2 sur niil i i ~  8M méthanol (50 mkl) .  

Figure  no 15 - 



F i g u r e  no 16 : Inf luence de l a  concent ra t ion  en acé ta te  ( , O mbl, a !O mH, 4 20 mM, * 50 mM, x 100 mM) sur  l e s  c iné t i ques  ae cro issance de l a  souche B, 
sur m i  1  i e u  BC méthanol ( 5 0  niM) . !- 

F i g u r e  no 17 : In f luence de l a  concent ra t ion  en méthanol ( O mM, 4- 5 MM, - 
$r 10 mM, A 20 mM) sur l e s  c i n é t i q u ~ s  de croiss.nce de l a  souche 

B2 sur  m i l i e u  BM sous atmosphère de 2 bars de H C O  
2 2 



Figure n o  18 : Influence du pH sur  l e s  b i lans  de fermentation du méthanol (50 mM) 
sur m i  1  ieu BM en présence d ' a cé t a t e  (50 mEl).  ( * acé ta te ,  CO2 
îonsûrnméx, A butyra te)  . 

- 

2 
% ca lcu lé  suivant  l ' équat ion:  CO2 = ( a cé t a t e  + butyrate)  

Figure n o  19 : Infliicnce du pH sur  !es b i lans  de fermentation du l a c t a t e  (25 mM) - 
sur n i i  1 ieu BEl en présence d ' a cé t a t e  (50 mM) . ( Sr acé t a t e ,  A butyrate)  . 



t 

croissance sur lac ta te  e t  sur méthanol e s t  compris entre 6,9 e t  7,6 (figure no 13) .  

Le pH influe sur l e  temps de latence. Celui-ci augmente avec l ' a c ide  d u  n i l ieu .  
Sur niéthanol l a  croissance débute inirriédiatement après inoculation à ptl 7,6 mais 

seulement après une période de 100 heures à pH 6 (figure n o  14).  Un phénomène ana- 

logue mais moins marqué e s t  observé sur lac ta te .  Le gaz carbonique e s t  indjspensable 

à l a  croissance sur lactate  e t  sur méthanol. La souche pousse cepenaant sui- l ac t a t e  

E n  absence de CO2 s i  le  milieu n ' e s t  pas ag i té .  Les taux de croissance msximum s o ~ t  

obtenus pour une pression pa r t i e l l e  de CO2 de 0,15 bar ( f igure n o  15).  Sur milieu 

BM sous atmosphère de COp l a  souche ne fermente l e  méthanol qu'en présence d '?ce ta ie  

dans l e  milieu. Sa concentration optimale e s t  de 50 mivi (f igure n o  16) .  En absence 

d 'acétate  on observe une croissance sur méthanol s i  l e  milieu e s t  supplSmentë en 
e x t r a i t  de levure ou s i  l'atmosphère contient del'hydrogène. Lz figure n o  17 mûnti-e 
qu'en absence d'acétate dans l e  milieu e t  sous une atmosphère de 2 bars de mélange 

HZ - CO2 (80/20), l a  croissance de l a  souche B2 e s t  proportionnelle G i ù  concenrraiinfi 

en méthanol. La présence d 'acé ta te  n ' e s t  pas indispensable à l a  fermentation du lac- 

t a t e  mais e l l e  a u n  e f f e t  stimulateur sur l e  taux de croissance e t  diminue l e  temps 

de latence. 

3 - Produits de fermentation ........................ 
Les produits retrouvés en f i n  de fermentation sont d i f fé rents  selon l e s  sub- 

s t r a t s  u t i l i s é s  (tableau n o  9 ) .  La souche B2 réa l i se  une fermentation homoacétique 

d u  pyruvate e t  du  melange H 2  - C O 2  A par t i r  du  glucose, du  lac ta te  e t  a b  fxéthano? 

el  l e  produit du  butyrate e t  des quanti tés  variables d 'acétate .  L'hydl-ocjène n ' e s t  

jamais produit en quantité s igni f ica t ive .  En f i n  de cul ture ,  son pourcentage dans 

la phase gazeuse e s t  toujours infér ieur  2 0,1 "/, Le pH, l a  coniposition de 1'aL:nos- 

phère (pression pa r t i e l l e  de CO2 e t  d'Hz) e t  l a  concentration en acétate e t  en 
propionate inf luent  sur la nature des produits de fermentation du lactate  e t  du 

méthanol. 

- Influence d u  pH : 

L'influence du pH sur les  produits de fermentation du métnanûl 

e t  du lac ta te  a é t é  déterminée sur milieu BM en présence d 'ace ts te  e t  S ~ U S  une 
atmosphère de NÎ  - CO2 (05/15) (f igure n o  18 e t  19).  Les pH acides f a w r i s e n t  la 

formation d 'acé ta te .  A pH 6 e t  6,5 on observe une fermentation hcniobutyrique du 

méthanol e t  une consommation d 'acétate .  Inversement à pH 7,9 l ' a cé ta t e  représente 

plus de 50 % du  carbone retrouvé. Sur lac ta te ,  l e  rapport acétate  sur buiyrate e s t  
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Figure no 20 : Influence de 1 'acétate e t  du CO ( A 1 bar, #c 0,15 bar, 0,05 bar, - 
O O bar) sur les bilans de ferientation du lactate (25 mM). 



Figure n o  21 : Influence de l a  pression p a r t i e l l e  de C O  (concentracion de KHCQ;) 
sur l e s  b i lans  de fermentation d u  methan81 (50,mM) en présence 
d ' a cé t a t e  (50 mM). (*acétate,  CO2 consommé , A butyrate)  . 

concentration e n  aceta te  ( m ~ )  

Figure no 22 : Influence de l a  concentration en acé t a t e  sur l e s  b i l ans  de fermentation -- 
ciu méthanol (50 m ! l l  sur  m i  1 ieu BY (KHC03 = 20 mM) . ( .r? acé t a t e ,  
$r COp consornn~e~, A hutyra t e ) .  

% ca l cu l é  suivant  1 'équation : 
2 CO2 = (âcc ta te  + butyrate)  



concentration c i i .  p r o p i o n a t e  [ ~ I J I )  

Figure n o  23 : Influence de l a  concentration en propionate sur l e s  bilans de 
fermentation d u  nethanol (50 mM) sur milieu BY (KHCO = 20 m M )  
(Bacé ta t e ,  A butyrate, v*valérate produit e t  propiogate 
consommé, I?r CO2 consommé ) . 

2 x calculé suivant 1 'équation : CO2 = 3- (acétate i butyrate) 

concentration en propionate (n,~)  
Figure n o  24 : Influence de la concentration en propionate sur les  bilans de 

fermentation du lnctate  ( 2 5  n A )  sur milieu DM. 
( i$acétatr ,  A butyrate, r valérate produit e t  propionate 
ccnsorriiné ) . 



multiplié par cinq entre pH 6,25 e t  7,9. 

- - Influence de 1 'acétate  e t  du CO2 

Nous avons cu l t ivé  la  souche B2 sur l e  milieu BM l ac ta te  a pH 7,? 

en présence de quatre concentrations croissantes en acétate .  Pour chacune de ces  
concentrations, nous avons r éa l i sé  quatre essa is  d i f fé rents  sous quatre pressions 
part ie l lesdeC02.  Les dosages de produits finaux en f i n  de fermentation montrent 
que l e  CO2 e t  l ' a cé t a t e  ont u n  e f f e t  antagoniste sur l e  rapport acétate sur buty- 
r a t e  produit (figure n c  20). Pour une pression pa r t i e l l e  de CO2 constante, une 
augmentation de l a  concentration en acétate a pour conséquence une production 
supérieure de butyrate e t  une diminution de la  formation d 'acétate .  Cet e f f e t  e s t  
sur tout  marqué pour de f a ib l e s  pressions pa r t i e l l e s  de CO2 e t  s 'at ténue avec l ' a c -  
croissement de l a  teneur en CO2 dans la  phase gazeuse. Pour une même concentration 
en acétate ,  on observe une baisse de l a  production de butyrate e t  une augmentation 

de l a  production d 'acétate  lorsque l ' o n  accroî t  l e  taux de C O 2  Dans ce cas, I ' i n -  

fluence du CO2 e s t  d 'autant plus importante que la  concentration en acétate e s t  
élevée.L1acétate e t  l e  CO2 régulent de la même façon l a  proportion d 'acétate  e t  de 
butyrate produits à par t i r  de méthanol ( f igure n o  21  e t  2 2 ) .  En  présence de 50 mi4 

d 'acé ta te  sur milieu BM méthanol e t  à pH 7,3, on observe une formation préférentielle 

de butyrate avec de faibles  pressions pa r t i e l l e s  de C O 2 .  L'augmentation du pourcen- 
tage de CO2 se t radui t  par u n  accroissement de l a  production d 'acétate  qui devient 

a lors  l e  principal produit retrouvé. L'influence de 1 'acétate  sur l e  metabol isme du 

méthanol a é t é  déterminée sur l e  milieu BY méthanol à pH 7,3 en présence ae KHCO 3 
20mM. En absence d 'acétate ,  l a  production de butyraie e s t  inférieure à ce l l e  d ' a -  

cé t a t e .  On observe une diminution du rapport acétate sur butyrate l o r s ~ u e  l a  concen- 
t r a t ion  en acétate i n i t i a l  e s t  augmentée. En présence de 100 ml1 d 'acé ta te ,  l a  dégrâ- 
dation du méthanol conduit exclusivement à l a  formation de butyrate e t  une pa r t i e  
de l ' a cé ta t e  du milieu e s t  u t i l i s ée .  

- Influence du  c r o ~ i o n a t e  

Sur niilieu BM l ac ta te  e t  BY méthanol, l a  souche B2 produit d u  valé- 
r a t e  en présence de p rop io~a te  dans l e  milieu (f igure no 23 e t  2 4 ) .  La formation 

de valérate e s t  couplée stoechiométriquement à une consommation de propionate. Elle 

e s t  d'autant plus importante que l a  concentration i ni t i s l e  en propionate e s t  élovee. 



Figure n o  25 : Cinétique de dégradation du méthanol par l a  souche 6 sur milieu 
BY ( A méthanol, * acé t a t e ,  butyrate, * densi t é  op$ique).  

SUBSTRATS (mM) 
PRODUITS D E  FERMENTATION ( A  mM) 

DO 1 
acé t a t e  bu tyra  t e  < 

Glucose (25) 1,7 23 16 

Lactate (50) 1,1 22 17 j 1 

Pyruvate (50) 1,2 5 9 - I 

Méthanol (50 M M )  13,5 Acétate (50mM) 0,97 0 ,6 1 

X 
1 

H Z  - CO2 0,14 10,66 - 1 
2 

1 
H z  - CO2 0 $38 33 $ 3  - 1 
Méthanol ( 5 )  

1 

Méthanol (10) 

2 Hz - CO2 O ,91 49,6 - 
j 
1 

Méthanol (20) 

t H z  - CO2 (80/20) 2 bars 

Tableau n o  9 : Substra ts  fermentés par l a  souche B2 sur  milieu RM 



( : TAILLE POYENNE 1 
( SOUCHE ORIGINE : DES CELLULES (pm) : MOBILITE 
I 

) 
\ 

numération à p a r t i r  du : 
: d i g e s t e u r  D 

1 enr ich issement  s u r  
: éthanol  NE, 

en r i ch i  ssement s u r  
: éthanol  ME, 

1 enr ich issement  s u r  G,7 x 3 , l  : propionate  

Tableau no 10 : P r i n c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  morphologiques des  souches s u l f a t o -  
r é d u c t r i c e s  i s o l s e s  

( CROISSANCE 1 
( 1 

SUBSTRATS 
FP "62 RE1 RE26 

( 
5 ) :  

) 
( H, CO, (85/15) 2 ba r s  i 0,26 ( 4 ) :  0,29 ( . O ,38 ( 3 ) :  G,45 ( 3 ) )  \ 

\-- 
2 :  ( l a c t a t e  (25 mM) 0,652 ( ) .  t 

ni 0,725 , 
7) :  ( 4 )  : éthanol  (25 mM) 0,35 ( . 0,29 I 

pyruvate  (25 mM) 0,78 1 

fumarate  (25 mM) O O 0,745 ! ) .  0,755 ( 4  1 i 2 :  , 
O): propionate  (25 mM) 0,?9 ( l  - - . - i 1 

\ - 
témoin O O 0,070 ( ) ,  O . l i O m \  2 :  

Les c h i f f r e s  en tou rés  ind iquent  l e  nombre de jou r s  a p r è s  lequel  on observe une c r o i s -  
sance maximum. 

Tableau no 11 : S u b s t r a t s  fermentés  par  l e s  q u a t r e  souches s u l f a t o - r é d u c t r i c e s  
sur mi l ieu  BYS. 



r n - h n n - .  

4 ri 
4 r i N  

............ 

" , " , O n  
m m &  
N N N  

............ 
m m l n  

? T b ,  
0 0 0  

............ 

'Dnnr 
- = ? h m  
N N N  

............ 
N d - m  
N L n W  

n n n 

0 0 0  

............ 

-0 u 
s s m  

............ 

T m ?  
s c m  

ri 

............ 
h W 4  
O ri 

n n "% 
0 0 0  

............ 

4 w N  
W N W  
e w a  

w U 

............ 



L'augmentation de la  concentration en propi'onate jusqu'à 30 mM se t r adu i t  par 
une diminution de la  formation de butyrate e t  u n  accroissement de ce l l e  d 'acé ta te .  
Pour des concentrations supérieures à 30 mM, on n'observe plus de production de 
butyrate e t  l'augmentation de la  formation de valérate e s t  a lors  l i é e  à une baisse 

de l a  production d 'acétate .  

- Influence de l'hvdroqène sur l e  métabolisme du méthanol 

Sur milieu BM méthanol à pH 7,3, sous une atmosphère de 2 bars de 
mélange H2 - CO2 (80/20) i ' acétate  e s t  l e  seul produit de fermentation formé. La 

concentration en acétate trouvé en f in  de fermentation e s t  supérieure à l a  concen- 

t r a t ion  i n i t i a l e  en méthanol (tableau n o  9 ) .  Pour les  t r o i s  concentrations en 
méthanol testées on observe une différence de 28 mM entre  l a  concentration enacétate  
f i n a l e  e t  l a  concentration en méthanol i n i t i a l e .  Seulement 10,66 mM d 'acgtate  sont 
produites à par t i r  du  mélange H z  - CO2 dans l e  tube témoin sans méthanol. La presenco 

d'hydrogène entraîne une modification du  métabolisme du  méthanol vers l a  production 
exclusive d 'acétate  e t  l a  présence de méthanol permet une u t i l i s a t ion  plus complete 
de 1 ' hydrogène. 

4 - Cinétigue de dégradation d u  méthanol en fermenteur e t  dosage de l a  ------ -------- ........................................ - - - - - - - .  
vitamine B12 ---------- 

La souche B2 a é t é  cul t ivée en fermenteur de deux l i t r e s  sur milieu BY métha- 
nol sous atnosphère de N 2  - CO2 (85/15) e t  en présence d 'acétate  (50 m h i ) .  Les 
relat ions entre l a  croissence, la consommation de méthanol e t  l a  production de buty- 

r a t e  e t  d 'acétate  sont indiquées sur l a  figure n o  23. Le rendement de croissance 
e s t  de 3,7 mg de cel lule  par mmole de méthanol consommé. La concentration de cyano- 

cobalamine dans l e  mil jeu é t a i t  de 0,5 vg/ml en f in  de cul-ture. Cette valeur cor- 
respond à une production Be 3,12pq par mg ae ce l lu le  e t  0,36 mgpar  gramme de méthanol 

C - Bactéries su1 fato-réductrices 

1 - Caractérisations ce l lu la i re  e t  mor?holo;igue ---- - - -  

Les quatre souches sulfato-réductrices CP62,  RE1, REz6 e t  FP sont des baci l les  
incurvés, gram négatif ,  anaérobies s t r i c t s ,  mobiles e t  non sporulés. La présence 
de spores n'a jamais é t é  détectée ni par l 'observation microscopique rii par l a  

resistance à l a  chaleur (choc thermique de 10 mn à 80" C). 



F i g u r e  no 29 : Spect re  de d i f fé rence  ( r é d u i t  moins oxydé) d ' e x t r a i t s  
a c e l l u l a i r e s  de l a  souche FP 

F i g u r e  no  30 : Spec t re  de d i f f o r e n c e  ( r é d u i t  moins oxydé) d ' e x t r a i t s  
a c e l  l u l a i r e s  d 'une souche de Desutfouibrio (Madison S t r a i n )  
con tenant  du cy toc  hrom. C, . 

\I 



Figure No 27 : Morphologie de la souche FP en coloration négative 
(grossissement x 10 000) 

Figure No 28 : Coupe fine de la souche FP observée en microscopie électronique 



Le t e s t  de la  desulfoviridine de Postgate e s t  négatif pour les  quatre souches. 

Ce t e s t  a é t é  réa l i sé  parallèlement sur une souche de Desu2,'jvibrio de col lect ion 

(MADISON STRAIN) e t  s ' e s t  révelé pos i t i f .  Ces quatre souches sont cependant d i f -  

férentes  morphologiquement (tableau n o  10).  La souche FP qui u t i l i s e  l e  propio- 

natc e s t  u n  baci l le  faiblement incurvé e t  e s t  beaucoup moins mobile que les  autres 

souches. Les cel lules  sont généralement isolées e t  leur t a i l l e  moyenne e s t  de 

0,7 x 3,1 m (figure n o  26). On observe en coloration négative u n  seul f lage l le  

par ce l lu le  (figure n o  2 7 ) .  L'examen de coupes en microscopie électronique con- 

firme la  structure de type gram négatif de l a  paroi ( f igure n" 28). La présence 

de cytochrome C a pu ê t r e  détectéechez la  souche FP. Le spectre de différence 

d'absorbante (rédui t  - oxydé) d ' ex t r a i t s  ace l lu la i res  e s t  en e f f e t  caractér isé  

p a r t r o i s p i c s  à 420, 523 e t  554 nm (figure n o  29). La figure n o  30 représente l e  

même spectre de différence réa l i sé  sur une souche témoin de DesuZfiz~Cbrio (b1ADi- 

SON STRAIH) possèdant l e  cytochrome C3 (BADZIOEIG e t  a l . ,  1078). 

2 - Caractérisation de la croissance ................................ 
Ces quatre souches peuvent ê t r e  cultivées sur l e  milieu E!1 cui est,dGpourvu 

d'azote organique. Mais l a  présence d ' e x t r a i t  de levure s t iau le  cependant leur 

croissance. 

- Croissance en  rése en ce de sulfate  (milieu BYSJ 

Sur milieu BYS (tableau n o  11) aucune souche ne fermente 1 ' acé ta te  

n i  l e  butyrate. Elles u t i l i s e n t  toutes l e  l ac t a t e ,  1 'ethano1 , l e  pyruvate e t  l e  
mélange H z  - CO2. La souche FP pousse sur propionate e t  l e s  souches RE1 e t  

sur  fumarate. Ces deux dernières ainsi que la  souche pe~ven t  ê t r e  également 
cul t ivées en présence de formate comme seule source source d'énergie. L'acétate 
e t  l e  sulfure d'hydrogène sont l e s  seuls produits de fermentation des composés ii 

plusieurs carbones (tableau n o  12 e t  13).  L 'u t i l i sa t ion  du mélange H2 - CO2 e t  du 

formate se t radui t  uniquement par l a  formation d1H2S. Une cinétique de dégradation 

du propionate par l a  souche FP sur milieu BS propicnate a é t é  réal isée en fermen- 

teur (figure n o  31). La croissance n ' e s t  exponentielle qu'en début de culture.  

Le temps de génération e s t  a lors  d'environ 12 heures. Le taux de croissance dé-  

c r o i t  ensuite rapidement sans doute à cause de 1 'accumulation de sulfure.  On 05- 

serve en f i n  de croissance l a  stoechiométrie de fermentation s ~ i v a n t e  (,en m.mole/l ) . 

31 propi ona t e  32 acétate + 21,8 H2S 



( 
f MILIEUX 1 I i SUBSTRATS (rn~) : BYS BY j 
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( 
( Ethanol (25) : 0,38 : 25,2 : 0,03 : nd : 

1 
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( Pyruva te  : 0,68 : 23,O : 0,64 : 16,O : 7 

) 
1 
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Tableau n o  13 : Substrats fermentés par la souche FP sur milieu BY 

e t  BYS 

- 
CROISSANCE (DO) 

SUBSTRATS 1 
FP + FP + FP + : FP + FE : FE M A Z :  M AZ M. barkeri FE + M AZ 

Ethanol O :  O :  O O 0,45 

O O O Propionate : O 

Tableau n o  14 : Croissance de la souche FP sur éthanol e t  sur propionate en association 
avec différentes souches de méthanogène sur milieu BY 



Le sulfate  e t  l e  CO2 n 'ont pas é t e  dosés. Le rendenient de croissance e s t  de 3 mg 

de cel lule  par m.niole de sulfure produit. 

- Croissance en absence de sulfate  

Sur milieu BY en cul ture  pure, l e s  quatre souches fermentent l e  

pyruvate (tableau n o  1 2 ) .  La souche FP u t i l i s e  également l e  l ac t a t e  e t  les  souchcs 

RE1 e t  REz6 l e  fumarate. Le lac ta te  e t  l e  pyruvate sont convertis,  par la  souche 

FP, en u n  mélange d 'acétate  e t  de propionate (tableau no 13) .  Par contre, aucun 

coniposé réduit  (HE, formate, éthanol, acides gras vo la t i l s ,  succinate) n 'a  6tf  

détecté en quantité s ignif icat ive comme produit de fermentation du pyruvate e t  du 

furnarate par l e s  t r o i s  autres  souches. L'acétate e s t  l e  seul composé r e t r ~ u v é  

(tableau n o  1 2 )  mais sa concentration f ina le  e s t  nettement inférieure 2 l a  concen- 

t ra t ion  i n i t i a l e  en substrats.  Ces f a i t s  suugèrent l 'exis tence d'un cornpos~ rPduit 

non détectabl e par l e s  techniques analytiques uti  1 i  sées. 
Sur milieu BY e t  en association avec !4ethanobrevibacter AZ l e s  souches CP6*, RE1 

e t  REz6 u t i l i s e n t  l e  lac ta te  e t  l 'éthanol (tableau n012). Ces composés sont s toe-  

chiornétriquement oxydés en acétate  e t  l a  formation de méthane permet d ' u t i l i s e r  
l e s  électrons provenant de cet te  oxydation. La présence de b!~thazobrevibacte~ AZ 

modifie l e  métabolisme du pyruvate. Elle se t radui t  par une augme~tation de l a  
.production d 'acé ta te  e t  u n s  formation de.mgthane. 
La souche FP possède une hydrogènase e t  nous avons essayi de l a  cul t iver  sur @ti-16- 

no1 e t  sur propionate en absence de sulfate  e t  en association avec différentes  
souches ae méthanogènes (tableau n o  14 ) .  On observe, après u n  temps de latence de 

t r o i s  mois, une croissance sur éthanol de deux associations : FE + FP e t  FE + FP 

+ ~4ethanobrevibacter AZ. Le CO e t  l e  méthane sont l e s  seuls produfts retrouvés en 
2 

f i n  de fermentation. Comfie l a  cul ture  FE n ' u t i l i s e  pas l ' é thanol ,  l a  souche FP e s t  

donc bien responsable de la  conversion de l 'éthanol en acétate e t  en hydrogène. 

Methanothrix soehngenii n' ut i  1 i  se pas 1 'hydrogène de mani ère s ignif icat ive e t  on 

observe au microscope l a  présence de pe t i t s  granules de formes i r regul ières  dans 

les  deux cocultures. Cette bactérie e s t  fluorescente en UV e t  es t  sans doute l a  

bactérie niéthanogène ut i  1 i  sa t r ice  d '  hydrogène. 

3 - Coculture - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -62-- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  en continu des souches C P  e t  Elethanobrevibacter AZ 

Les souches CP62 e t  Methanobrevibacter AZ ont é t é  cccultivées en continu sur 

milieu BM l ac t a t e  pendant six semaines. Le volume du fermenteur e s t  de 350 ml. 



Figure n o  31 : Cinétique de dégradation d u  propionate par l a  souche FP su r  milieu 
BS ( A propionate, acé ta te ,  O H p S ,  * densi t é  opt ique) .  
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Figure no 32 : Production de gaz e t  déb i t  d 'a l imenta t ion de l a  cocul ture  en -- 
continue sur  l a c t a t e  de l a  souche CP e t  de ?.!ethariobrevibacter AZ 
( $r débi t  d 'a l imenta t ion,  A. volume dg gaz p rodu i t ) .  



Dans l e  milieu d'alimentation l e  pH e s t  équilibré à 7 , 3  sous une atmosphère de 
N2 - CO2 (85/15) e t  la concentration en lac ta te  e s t  de 25 ni1.i. Le fermenteur 
rempli de milieu neuf a é t é  inoculé à 5 X avec une préculture de l ' assoc ia t ion  CP62 

+ Idethanobrevibacter A Z .  L'alimentation n'a débuté qu'après l ' a r r ê t  de la  produc- 
t ion de gaz e t  du développement bactérien. En culture discontinue, t e  tenips de  

géneration de 1 'association e s t  d'environ 24 heures. Le débit  a é t é  fixé à 70 

ml/jour. Pendant toute l a  durée de l'expérience le  taux de di lut ion e t  la  produc- 
t ion de gaz sont restés à peu près constants ( f igure nG 32).  Le taux de d i lu t ion  
moyen e s t  d'environ 0,2 jour-' ce qui correspond à un temps de séjour hydrolique 
de cinq jours. La production journalière moyenne de gaz e s t  de 22 ml. Le gaz 
produit e s t  composé de CO2 (16 % )  e t  de CH4 (33 %).  Le pH dans l e  fernienteur e s t  
ae 6 ,9  e t  l e  lac ta te  e s t  entièrement consommé. L'acétate e t  l e  méthane sont l e s  
seuls  produits retrouves. Le bilan journalier moyen (en m.molas) de conversion 
du l ac t a t e  e s t  : 

1,75 l ac ta te  1,63 acétate + û , 3 2  CH4 

Le CO2 n'a pas é t é  dosé dans l e  milieu. 
A aucun moment, nous avons décelé une baisse de 1 1 a c t i v i i 6  bactérienne n i  observé 
l a  présence de contaminants. 


























































