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- INTRODUCTION - 

Historiquement, c ' e s t  PASTEUR (1862) qui ,  é tudiant  l e s  ferments 

butyriques, a mis en évidence l e  n-butanol comme produit  de 

fermentation. 

Puis, à la v e i l l e  de l a  première guerre mondiale, FERNBACH e t  s e s  

col laborateurs  montrent que l a  formation du butanol s'accompagne de l a  

production d 'acétone e t  i s o l e n t  a i n s i  l e s  premières souches 

amylolytiques u t i l i s a b l e s  industr ie l lement .  WEIZMANN (1912) i s o l e  e t  

c a r ac t é r i s e  une bac té r ie  Clostridium acetobutylicum possédant une 

product ivi té  en solvants  nettement supérieure aux souches de FERNBACH. 

I l  dépose l e  premier brevet de f ab r i ca t i on  i n d u s t r i e l l e  du butanol par 

fermentation. 

Jusqu'en 1920, l a  fermentation a pour ob jec t i f  de produire 

l ' a cé tone  qu i  en t r e  dans l a  f ab r i ca t i on  de l a  co rd i t e  e t  des vernis 

ce l lu los iques .  

Pendant l a  seconde guerre mondiale, on s ' i n t é r e s s e  p lu tô t  à l a  

production de butanol comme matière première pour l a  f ab r i ca t i on  du 

caoutchouc synthètique.  Après l a  guerre,  l a  production de butanol par  

voie  fermentaire a é t é  abandonnée, exceptée en Afrique du Sud, au 

p r o f i t  de l a  synthèse chimique. 



Actuellement, bien que l e s  p r i x  des  produi ts  p é t r o l i e r s  a i e n t  sub i  

une augmentation considérable,  l a  synthèse chimique r e s t e  

énergétiquement e t  économiquement plus i n t é r e s san t e  que l a  fermentation 

(BOBICHON, 1981 ) . Le pr inc ipa l  i n t é r ê t  de c e t t e  dern iè re  e s t  d ' u t i l i s e r  

comme produits  de dépar t  de s  subs t r a t s  renouvelables (sucres ou 

polysaccharides de  rése rve) .  Cependant, son développement i n d u s t r i e l  

s o i t  pour l ' o b t e n t i o n  d 'un t i e r s  solvant  en t ran t  dans l a  composition de 

carburants de subs t i t u t i on  s o i t  comme matière première de l ' i n d u s t r i e  

chimique s e  heur te  à t r o i s  l im i t a t i ons  : 

- l ' i n c a p a c i t é  des souches ac tue l l e s  à hydrolyser l e s  biomasses 

bon marché ( rés idus  l igno-cellulosiques en p a r t i c u l i e r ) ,  

- une tolérance rédu i te  des micro-organismes aux solvants 

produits ,  

- l ' absence de procédés performants. 

C ' e s t  su r  c e s  t r o i s  axes  que por tent  l e s  e f f o r t s  de recherche 

ac tue l s .  Il f a u t  en f in  no t e r  que l a  d i s t i l l a t i o n  des  moûts fermentés 

génère une quan t i t é  importante de vinasses fortement concentrées. La 

méthanisation appara î t  comme une f i l i è r e  bien adaptee au couplage 

va lo r i s a t i on  énergétique-dépollution de ce  type de résidus.  

Dans ce  t r a v a i l  de thèse ,  après avo i r  f a i t  l e  point  sur  l e s  acquis 

s c i en t i f i ques  récents ,  nous nous sommes f i x é s  t r o i s  ob j ec t i f s  : 

- L'isolement e t  l a  c a r ac t é r i s a t i on  de souches solvantogènes. 

- Leur étude physiologique, en précisant  notamment l ' i n f l u e n c e  sur  

l e s  productions de solvants  des  acides  acétique e t  butyrique e t  de l a  

composition en sucres du milieu.  L'amélioration par  mutagenèse des 

souches i so l ée s  a aus s i  é t é  envisagée. 



- L'association entre bactéries cellulolytiques et bactéries 
solvantogène S. 



REVUE BIBL IOGRAPHIQUE 



CHAPITRE 1 : REYUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1 - MICROBIOLOGIE ET PHYSIOWIE DES BACTWIES SOLVANT'tlGKNES 

1 - 1. TAXONOMIE DES BACTERIES SOLVANTOGENES (BUCHANAN e t  GIBBONS, 

1974 j HOLDEMAN e t  a l . ,  1977 j GEORGE e t  a l . ,  1983) 

Plusieurs  espèces de bac té r ies  anaérobies,  r é p a r t i e s  dans 

plus ieurs  genres,  sont  capables de produire des  solvants  (Tableau 1). 

Chez l e s  non-sporulées, on l e s  trouve parmi l e s  genres Eubacterium, 

Treponema e t  Fusobacterium. Chez l e s  sporulées,  on l e s  trouve parmi l e  

genre Baci l lus  mais l e s  espèces l e s  plus nombreuses e t  l e s  p lus  

i n t é r e s san t e s  pour l a  synthèse de butanol appart iennent t ou t e s  au genre 

Clostridium. 

Les C los t r i d i a  s e  d iv i s en t  en quatre  groupes, basés su r  l a  

protéolyse,  l a  saccharolyse e t  l a  pos i t ion  de l a  spore (ROSS, 1961) : 

- spore subterminale : Groupes 1 e t  2 

- spore terminale : Groupes 3 e t  4 

L'ensemble de ce s  c r i t è r e s  e s t  résumé dans l a  f igure  ci-après : 





1 
'p' 

spore subterminale spore terminale 

non pro t 6ol.piquo proteolyt iqua 
I I 

CROUPE 1 GROUPE II 

cl. c u ? z b b u ~ ~ c i c ~ u n  
a. S'W'U, 

ce. & L û z ~  u. o . i , j w  
ce. pa-teru&uum. CL. b o n d z e z ü  
Ce. h W W  Ct. &Lûu&u/.euwcc 
ce. tynobuRyrucrun ce. blLkUUn&d~ 

Ce. dpomgenu 
ce. *axwn 
ce. ~ U R ~ c r i m  
Ct. pen~horgerrs 
ce. ~eeduzeum 
ce. chauvoei 
ce. b p d c ~ n  
ce. did&L&e 

uccharolytf  qua 

non procéolycique proc4olycique 
I l 

Ct.  phe en ci du Ce. c & v ~  
ce. Uidou ce. eetmpu- 
ce. sca=oLo~enw &thE6c2M 
U. g 4 c o ~ i ~ n  Ce. puUUjic~m 
a. ~ p o m d p k Q w i d e 6  CL. oceruzicfun 
ce. innu- ce. tescni 
CL. b&& 
ce. penenne /" * '  

eap&ces faiblement 
so lv~ togèoes  

Schéma da c lass i f icat ion d e s  m u  ~01vantogQIes 

Les espèces qui  peuvent p résen te r  un i n t é r ê t  pour l a  production de 

solvants  s e  l i m i t e n t  à Clostridium butyricum e t  Clostridium 

acetobutylicum. Les a u t r e s  ne produisent  que de f a i b l e s  quan t i t é s  de 

solvants .  Clostridium biityricum s e  c a r a c t é r i s e  dans l e  groupe 1 

(Tableau III a )  par sa  capaci té  à u t i l i s e r  l e s  sucres suivants  : 

maltose, mannose, r a f f inose ,  l a c to se ,  r ibose  e t  amidon. Les au t r e s  

souches du groupe 1 c i t é e s  n ' u t i l i s e n t  pas ces  six sucres 

simultanément. La s é r i e  de sucres  re tenus  pour l ' i d e n t i f i c a t i o n  ne 

r e f l è t e  pas de façon exhaustive l e s  capaci tés  fermentaires de ce 

Clostridium. Clostr idium butylicum e s t  une souche de Clostridium 



butyricum (GOTTSCHALK e t  a l . ,  1981). E l le  se dis t ingue de c e t t e  

dernière  par l a  réduction de l ' acé tone  en isopropanol sous l ' a c t i o n  de 

l l i sopropanol  déshydrogénase. 

Dans l e  groupe II (Tableau III b ) ,  Clostridium acetobutylicum se  

ca r ac t é r i s e  par  l ' u t i l i s a t i o n  du glucose, mannose, maltose, l ac tose  e t  

s a l i c ine .  Une a u t r e  bactér ie ,  Clostridium chauvoei, présente aus s i  l e  

même p r o f i l .  Mais plus ieurs  c r i t è r e s  complémentaires d ' u t i l i s a t i o n  des 

sucres comme l e  xylose, l e  r ibose ,  l e  ra f f inose  e t  l ' a r ab inose  

permettent de l e s  d i f f é r enc i e r .  Le p r o f i l  fermentaire permet également 

de d i s t inguer  Clostridium acetobutylicum de clostr idium chauvoei j sur 

milieu peptone - e x t r a i t  de levure  - glucose (PYG), Clostridiurn 

acetobutylicum produit  de l ' a c é t a t e ,  du butyrate  e t  du butanol t and is  

que Clostridium chauvoei produit de l ' a c é t a t e ,  du butyrate e t  du 

formate (HOLDEMANN e t  al., 1977). 
l 
1 Une s é r i e  de souches d ' i n t é r ê t  i n d u s t r i e l  ayant donné des  procédés 

1 brevetés aux Etats-Unis, ont  é t é  rapportées par BEESCH (1952). 

Prat iquement  t ou t e s  ces souches ont  é t é  cu l t i vée s  su r  mélasse ou 

mélasse i n v e r t i e  (Tableau I V ) .  Leur nom d'espèce n ' e s t  reconnu par 

aucune c l a s s i f i c a t i o n  e t  à l a  lumière de l e u r s  p r o f i l s  fermentaires,  on 

peut considérer q u ' i l  s ' a g i t  de souches de Clostridium butyricum (var .  

butylicum) pour c e l l e s  produisant du butanol e t  de l ' i sopropanol .  

D'autres souches productrices de solvants non c i t é e s  ont é t é  déc r i t e s .  

C ' e s t  l e  cas de Clostridium roseum qui e s t  en f a i t  une souche de 

Clostridium felsineum (GOTTSCHALK e t  a l . ,  1981) e t  de Clostridium 

rubrum qui  appar t ient  à l ' e spèce  Clostridium be i j e r i nck i i ,  ces  deux 

souches é t an t  homologues génétiquement (CUMMINS e t  JOHNSON, 1971). 



I TABLEAU II i : Solvanti produit* par l e i  diffArsnce8 bact6ries du groupe 1 

: CL. b - w  : CL. bai&cfLu CL. r(& CL. CL. b t i c h t c n d i i  CL. .&~buFLfh icüm 

: : . kdrone 

: kopropanol : 

TABLEAU 11 b : Solviae* produit* par l e i  diff4rmtes baee4ries du Groupe II 

TABteAO III a : Carictèrea d i s t inct i f s  e t  sucras farrcarths p8t l e s  bacz6riea du SrouPa 1 
(d'sprb l a  Bergey'r, eanual) 
;*an : + : taut positif - : teat nPgatU v : test variable 

CZ. b u t w u  CL. b e i j d d z . ü  : CL. (deLu Ct. ~~w : CL. ~%icichlandü Ce. t rnobcl tyhicun 

: Maleosa 

: Mannose 

Raffinera 

: Lsctoae 

: Ribose 

: bidon 

: Dulcicol 

: Sorbitol 

; Clucosa : + + + * + 
: Inuline : 

+ ; ~ ~ \ , ~  

v + - + - - 1 ' : 3 f  . . 
l ( , {  ; : M~l4zitoaa : - + - i - - .," . , - .  

: UPlibiose : + + - - - - 
: Saccharose : + + - + - - 
: Xylooe + + + - - + . . : Cellulose : - - - - - - 



d 

TABLEAU 111 b : thraceires disclnctife r t  sucres fermont48 par l e s  bact6rirs du groupe II (d'aprss l e  Bergey'r manuel) 

: Ca14kie : + : + : + : + : +  : + : + : v : - ~ - : - . - . - , - .  
: L l c i c b f r i o ~ a : + : + : + : + : v : - : - - - - + - - - r - .  
: Inâole : + : + : + : - 2 - : - : - , - . - . - . - . - . - , - .  I I 
: Lyase : + : - : - : - : - : + : - . - . + . - : - , - , -  : - .  
: Glucose : - : + : e t + : - : + : + : + : + : + : + : + : + : + :  
8 hUrio.e . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  l a l 
: ~ n l e o s a  : - : + : +  : + : - : v : + : c : + : + : v : + . + : - .  

1 "  
a l 

: Lactoae : + : + : + : + : + : + : + ; - : I  
: Salicina . - *  , - : - : - *  , - : V . - e + : + : 7 : + : + : V : V :  

. y : - ; - : - . - . + : + : - . + . - . - . v :  : Arabinoee : - : - . 
* - : - : - : - . - . -  : Ceilobiosa : - : - . : - . - . + : v : - . - .  

: Fructose : - : v : v : + : - : + : + : + : + : + : + : + : + : + :  
. , - : - . : - : . + + + + + + v : - :  : Galactose : - : - . 

: Glucose : v : + : + : + : - : + : + : + : + : + : + : + : + : + :  
t LnuLina : - : - : - . : : . . v v . . - .  
: k c t o s r  : - : . - : : - : - ' . + + + + + + + - .  
: Haltose : v : + : + : + : - : y : +  : + : + : + : - . + . : + : - :  
: Mannosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . - : - . -  : Wlibiore : - : - : - : - a : - . - . - . - . - . - . - .  
tüaffinoee : : : v :  : : . - .  - . , v : - : + : v : v :  
: Ribose : - : v : v : - : . - . -  : + : + : + : O : - . - . - .  
: Amidon : - : - : - : - : - : - .  , v : + : + : + : + : + : - . - :  
: Ssccfrnrosa : - : - : - : + : - - . v : + : - . + : -  : + . : - . - . + :  
: Xyloee : - : v : v : - : - : - , - .  + : + : - . + : - . - . + :  

4 : test  positif - : test  négatif 
v : test  variable 
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Ce sont généralement des  germes du so l ,  de l ' e a u  e t  de d ivers  
\ 

végétaux : pommes de t e r r e ,  topinambours ( rac ines ,  tubercules)  m f s ,  

fèves (graines)  (MAC COY e t  a l . ,  1926 j WEYER e t  RETTGER, 1927 j CALAM, 

1980). La plupart  des espèces sont mésophiles. Leur optimum de 

croissance se  s i t u e  en t r e  34OC e t  37OC (STEEL, 1958 J BUCHANAN e t  

GIBBONS, 1974). En e f f e t ,  l a  température optimale des souches e s t  

fonct ion de l ' e n d r o i t  d 'où e l l e s  ont  é t é  i s o l é e s  e t  en p a r t i c u l i e r  de 

l ' a l t i t u d e ,  de l a  température du sol ,  e t  de s a  nature  (MISHUTIN e t  

YFNTSEV, 1973). Ainsi on l e s  trouve p lu tô t  dans l e s  s o l s  à 

décomposition rapide s i t u é s  dans l e s  régions chaudes. 

La morphologie de C. acetobutylicum e s t  c e l l e  d 'un  Clostridium 

typique, c ' e s t  à d i r e  un bâtonnet al longé ou légèrement courbe, 

sporulé, i s o l é  ou en paire ,  long de 3,O à 7,O u sur 0,6 - 1 , s  u de 

diamètre. I l s  sont  Gram pos i t i f  en cu l tu re  jeune mais i l s  peuvent 

perdre l e u r  co lora t ion  en f i n  de cul ture .  En f a i t ,  ce Clostridium 

présente 3 grands types morphologiques suivant l e  s tade  de fermentation 

(JONES e t  a l . ,  1982) j forme végéta t ive  ---9 forme c l o s t r i d i a l e  ---+ 
forme sporulée. Une étude de l ' u l t r a s t r u c t u r e  de c e l l u l e s  de 

Clostridium acetobutylicum f a i t e  par CHO e t  DOY (1973) montre l a  

présence d 'une paroi  multicouche avec une membrane cytoplasmique 

asymétrique. Entre c e t t e  paroi  e t  l a  membrane cytoplasmique ex i s t en t  

des s t ruc tu r e s  tubu la i res  ou vés icu la i res  qui  ne sont pas présentes 

chez Clostridium kluyveri  . Le système de membranes intracytoplasmiques 

présent chez Clostridium acetobutylicum e s t  morphologiquement semblable 

aux mésosomes des bac té r ies  aérobies  gram posi t ives .  

Cependant ces mésosomes peuvent ê t r e  l e s  r é s u l t a t s  d ' a r t e f a c t s  de 

préparations comme c e l a  a é t é  montré par EBERSOLD e t  a l .  (1981). 



Le pourcentage Guanine + Cytosine (G + C)% ou coe f f i c i en t  de 

CHARGAFF)se s i t u e  autour de 28% chez l a  p lupar t  de ces  bac té r ies  

(Tableaux II a e t  b) . 

1 - 2 .  SENSIBILITE A L'OXYGENE 

Ces bac té r ies  sont  en général  anaérobies s t r i c t e s ,  mais l a  

to lé rance  à l 'oxygène peut v a r i e r  suivant  l e s  espèces. S i  l a  croissance 

de c e l l u l e s  de Clostridium acetobutylicum e s t  a r r ê t é e  en présence 

d'oxygène, des exposi t ions  de cour tes  durées ( 4  à 6 heures)  ne sont pas 

l é t a l e s .  

O'BRIEN e t  MORRIS (1971) ont  suggéré que ce s e r a i t  plus l 'oxygène 

dans l e  mil ieu que l e  p o t e n t i e l  Rédox qui  s e r a i t  responsable de 

l ' i n h i b i t i o n  de l a  croissance.  L'oxygène (40 uM) inh ibe  l a  croissance 

dans un milieu à - 50 mV. Ce po t en t i e l  Rédox e s t  maintenu parc add i t ion  

i n t e rmi t t en t e  de d i t h i o t h r é i t o l  sur  mil ieu de cu l t u r e  aé ré .  Par contre ,  

dans un milieu anaérobie où l e  po t en t i e l  Rédox e s t  maintenu à + 370 mV 

par a j o u t  de ferrocyanure de potassium on observe une croissance e t  un 

métabolisme normal. Lorsque l e s  condit ions anaérobies sont r é t a b l i e s ,  

l e s  conséquences de l 'oxygénat ion sont  rapidement révers ib les .  La 

croisance reprend a i n s i  que l a  formation de butyra te .  Par a i l l e u r s ,  l a  

dégradation du glucose n ' e s t  pas a r r ê t ée  pendant l a  phase aérobie mais 

seulement r a l e n t i e  e t  on a tou jours  une production d ' a c é t a t e  (Figure 

No 1 ) .  Selon O 'BRIEN e t  MORRIS, l e s  condit ions anaérobies 

augmenteraient l a  quan t i t é  dlATP nécessai re  aux réac t ions  de 

maintenance puisqu ' e l l e s  s l accompagnent d 'une baisse du pool d l ATP dans 

l e s  c e l l u l e s .  



Figure No 1 : Effets des conditions aérobies sur l a  croissance 
et l a  f ennentation de CbbfidUun ac&b@&icwn 
A Acétate Butyrate A Glucose 

O Croissance 



JONES e t  a l .  (1980) montrent que l e s  colonies i so l ée s  de 

Clostridium acetobutylicum, après avo i r  poussé deux jours en 

anaérobiose, produisent l o r s  d 'une exposi t ion u l t é r i eu re  à l 'oxygène, 

une substance protéique f i b r i l l a i r e  ex t r ace l l u l a i r e .  Ce manchon 

protéique con t ien t  une haute proportion de c e l l u l e s  sporulées e t  de 

spores l i b r e s .  Cependant, il pour ra i t  jouer l e  r ô l e  d'une ba r r i è r e  de 

protect ion v i s  à v i s  de l 'oxygène pour l e s  c e l l u l e s  végétatives q u ' i l  

cont ient .  

Les spores quant à e l l e s  t o l è r en t  l 'oxygène e t  sont  thermorésistantes : 

10-30 minutes à 800C j 4 minutes à 100°C (KAISER, 1982). 

1 - 3. NUTRITION 

a )  Substra t  carboné - 
Les souches de Clostridium acetobutylicum poussent bien sur  des 

b o u i l l i e s  de végétaux t e l l e s  que c e l l e s  de mais, de pommes de t e r r e ,  de  

topinambour, a i n s i  que sur  mélasses de sucre r ies  (HONG e t  a l . ,  1981 j 

FOUAD e t  a l . ,  1982) e t  l e  lactosérum s ' i l  e s t  additionné d ' e x t r a i t  de 

levure  (MADDOX, 1980). L 'ap t i tude  de c e t t e  souche à u t i l i s e r  l e s  

pentoses (UNDERKOFFLER e t  a l . ,  1936 j LANGLYKKE e t  a l . ,  1948) e s t  

exp lo i tée  dans l a  fermentation des produits  r é su l t an t  de l 'hydrolyse  

des hémicelluloses (MES-HARTREE e t  a l . ,  1982 j MADDOX e t  a l . ,  1983 j 

SADDLER e t  a l . ,  1983). Clostridium acetobutylicum forme une c4-amylase 

e t  une glucoamylase. Selon ENSLEY e t  a l .  (1975), l e s  deux enzymes 

dépendent de systèmes de régulat ion séparés.  L' induction de 1'6- 

amylase a l i e u  quand l'amidon e s t  l a  source de carbone a lo r s  que c e l l e  

de l a  glucoamylase se produit pendant l a  croissance sur  glucose. Le 



taux de ces deux enzymes e s t  minimal en présence de f ructose .  Des 

a c t i v i t é s  carboxyméthylc e l l u l a s e  ( ALLOCK e t  WOODS, 1981 ) e t  même 

ce l lu las ique  (COMPERE e t  GRIFFITH, 1978) ont  é t é  trouvées chez c e t t e  

bac t é r i e  J mais e l l e s  son t  t r o p  f a i b l e s  pour envisager l ' u t i l i s a t i o n  

d i r e c t e  de c e t t e  bac té r ie  sur  l a  ce l lu lose .  

b)  Facteurs de croissance - - 
Sur mil ieu complexe, l a  production de solvants  e s t  inhibée par un 

excès en c e r t a i n s  composés minéraux t e l s  que l e  Ca CO Fe S04, Mg S04, 3 ' 
e t  Zn S04 (MAHMOUD e t  a l . ,  1974). Les phosphates semblent 

indispensables pour une bonne fermentation des mélasses i s sues  des 

sucre r ies  (BAGHLAF e t  a l . ,  1980). Cependant, il e s t  d i f f i c i l e  de 

connaî t re  exactement l ' i n f l u e n c e  de ces  d i f f é r en t s  composés p u i s q u l i l  

s'agit d 'observations f a i t e s  sur  des  milieux complexes. 

Une étude systématique a é t é  f a i t e  par MONOT (1983) sur  l ' i n f l uence  de 

d i f f é r e n t s  cons t i tuan ts  d 'un milieu synthètique sur  l a  fermentation 

acétonobutylique a f i n  de déterminer l e s  nutriments nécessai res  à une 

production optimale de solvants.  Cela l ' a  conduit à d é f i n i r  un milieu 

synthétique permettant de bonnes croissances e t  production de solvants.  

La présence de s  ions Mg, Fe e t  K e s t  nécessaire à l a  croissance 

c e l l u l a i r e  e t  à l a  production de solvants.  

De f a i b l e s  teneurs en K C 1  ne permettent pas à l a  c e l l u l e  d ' e f f ec tue r  l a  

phase de solvantogenèse, de même qu'aux f a i b l e s  concentrat ions en 

glucose, seule  l a  fermentation butyrique a l i e u .  I l  montre aus s i  que l a  

b io t i ne  e t  l ' a c i d e  para-aminobenzoïque sont indispensables à la 

croissance de Clostridium acetobutylicum ATCC 824. Ceci confirme l e s  

observations f a i t e s  par OXFORD e t  a l .  ( 1940) e t  RUBBO e t  a l .  ( 1941 ) s u r  



d ' au t r e s  souches de Clostridium acetobutylicum. Quant à Clostridium 

butyricum (var .  butylicum) il ne nécess i t e  que l a  présence de b io t ine  

(CUMMINS e t  JOHNSON, 1971 ) . 
REYES-THEDORO e t  a l .  (1945) ont  montré que deux f ac t eu r s  sont 

indispensables à t r o i s  souches solvantogènes saccharolytiques e t  non 

protéolytiques q u ' i l s  ont  i s o l é e s  du s o l .  Les t r o i s  souches ne poussent 

qu'en présence de b io t ine  j l ' u n e  d ' e n t r e  e l l e s  a également besoin 

d ' ac ide  para-amino-benzofque. Cette observation e s t  en contradic t ion 

avec c e l l e  du paragraphe précédent puisque l a  d i s t i n c t i o n  en t r e  

Clostridium acetobutylicum (groupe I I )  e t  Clostridium butyricum (groupe 

1) repose e n t r e  au t r e  sur  l a  protéolyse.  Il  convient donc de s e  méfier 

a p r i o r i  de t ou t e  t en t a t i ve  de généra l i sa t ion  des besoins en co- 

fac teurs  de quelques souches à l ' e spèce  à l aque l l e  e l l e s  appart iennent.  

c )  Source azotée - 
Clostridium acetobutylicum u t i l i s e  l ' a z o t e  moléculaire, l e s  ions 

ammonium a i n s i  que l e s  sources d ' azo te  plus complexes t e l l e s  que 

l ' e x t r a i t  de levure  e t  l e s  peptones (ABOU-ZEID e t  a l . ,  1978). 

DO1 e t  SUGAMA (1960), é tudiant  l e s  sources azotées,  ont  montré que 

l e  glutamate e s t  l e  s eu l  acide  aminé indispensable à l a  croissance de 

Clostridium ac etobutylicum no 314. Cependant, 1' asparagine, sans ê t r e  

indispensable,  a un e f f e t  a c t i va t eu r  su r  l a  production de solvants 

(TATUM, 1935) 

Un excès d ' a zo t e  sous forme d ' a c é t a t e  d'ammonium inhibe l a  

solvantogenèse en favor i san t  l a  production dl  acides (MONOT, 1983 ). 



1 - 4. BACTERIOCINE 

Des auteurs  Sud-Africains (BARBER e t  a l . ,  1979) ont  d é c r i t  l a  

production d 'une bactér iocine  par Clostridium acetobutylicum P262 dans 

un procédé de  fermentation i n d u s t r i e l .  Sa l i b é r a t i o n  i n t e rv i en t  en f i n  

de croissance exponentiel le.  E l le  e s t  accompagnée d 'une l y se  des  

c e l l u l e s  e t  d 'une i nh ib i t i on  de l a  production de solvants (Figure 

No 2 ). WEBSTER e t  a l .  (1981) ont  p u r i f i é  e t  c a r ac t é r i s é  c e t t e  

bactér iocine  : c ' e s t  une autolys ine .  E l l e  n ' a  aucun e f f e t  s u r  l a  

synthèse des acides  désoxyribonucléiques e t  ribonucléiques a i n s i  que 

c e l l e  des proté ines .  Sa s t ruc tu r e  e s t  c e l l e  d 'une glycoprotéine avec un 

poids moléculaire de 28 000 j thermolabile, e l l e  a son maximum de 

s t a b i l i t é  en t r e  pH 4 e t  pH 5 .  E l l e  e s t  r é s i s t an t e  à l ' a c t i o n  de 

protéases.  De plus s a  s p é c i f i c i t é  e s t  t r è s  é t r o i t e  pu i squ 'e l l e  e s t  

l im i t ée  aux espèces Clostridium acetobutylicum e t  Clostridium 

felsineum. Le gêne codant c e t t e  autolys ine  d o i t  ê t r e  chromosomique c a r  

il n ' y  a pas de plasmides chez c e t t e  souche de Clostridium 

ace tobutylicum. 

ALLOCK e t  a l .  (1981) ont i s o l é  un mutant autolys ine  d é f i c i e n t  (Lyt-1) 

q u i  produit moins d ' au to lys ine  que l a  souche i n i t i a l e  Clostridium 

acetobutylicum PZ62 e t  dont l a  membrane c e l l u l a i r e  e s t  plus r é s i s t a n t e .  

De plus, l e s  c e l l u l e s  végétatives de ce mutant sont plus r é s i s t an t e s  au 

butanol que l a  souche mère puisqu'à 10 g/l de butanol, l a  croissance du 

mutant ly t -1  n ' e s t  pas a f fec tée  tandis  que c e l l e  de l a  souche mère e s t  

pratiquement nu l le .  Ainsi,  il e x i s t e r a i t  une r e l a t i o n  en t r e  l a  

to lérance au butanol e t  l ' a c t i v i t é  autolyt ique (VAN DER WESTHUIZEN, 



TEMPS ( h )  

- Figure 2 : Evolution au cours du temps de la croissance cellulaire et 
des productions de solvants et de bactériocine par 
CZ. acetobut~licwn (dl après BARBER et al. , 1979) 



1 - $. BACTERIOPHAGES 

Les bac t é r i e s  productrices d 'acétone e t  de butanol sont par fo i s  

s u j e t t e s  à l a  l y s e  par l e s  bactériophages. I ls  sont l i bé r é s  

généralement j u s t e  avant l e  passage de l a  fermentation acide à l a  

fermentation solvantogène. 

A notre  connaissance, peu d 'études fondamentales sur  ces  phages 

ex i s t en t .  I ls  ont  é t é  m i s  en évidence l o r s  d 'accidents  de fermentations 

(STEEL, 1958 ; ROSS, 1961 j HASTINGS, 1978). Le s e u l  moyen de l u t t e r  

con t re  ces phages e s t  d ' u t i l i s e r  des mutants r é s i s t a n t s  obtenus par une 

s é r i e  de t r a n s f e r t s  en présence de quan t i t és  c ro i ssan tes  de f i l t r a t  

d 'une cu l tu re  i n f ec t ée  par ces  phages (WALTON e t  MARTIN, 1979). 

Des mutants r é s i s t a n t s  ont  é t é  i s o l é s  par  des  Japonais (OGATA e t  HONGO, ' 

1979). I l s  ont  montré que l e  développement de l ' u n  de ces phages e s t  

réprimé chez un mutant de Clostridium saccharoperbutylicum r é s i s t a n t  à 

l ' oxy t é t r acyc l i ne  lo rsqu lon  l e  cu l t i ve  en présence de c e t  an t ib io t ique .  

1 - 6. TOXICITE DU BUTANOL 

L'un des f ac t eu r s  l i m i t a n t  l a  production de solvants  e s t  l a  teneur 

en butanol dans l e  milieu.  Le maximum de to lérance généralement admis 

e s t  de 13 g / l .  

Chez Clostridium ace tobutylicum, 0,15 M ( 11 , l  g / l )  de butanol provoque 

une diminution de 50% du taux de croissance (MOREIRA e t  a l . ,  1981). La 

chaîne a l ipha t ique  par  son caractère  hydrophobe a l t é r e r a i t  l a  s t r uc tu r e  

l i p id ique  de l a  membrane en l a  f l u i d i s a n t  e t  a f f e c t e r a i t  donc 

l ' a c t i v i t é  des enzymes membranaires. Cette hypothèse e s t  confirmée par  



l! inf luence de d i f f é r en t  e s  concentrat ions de butanol sur  l e  t ranpor t  

a c t i f  d 'un analogue s t r u c t u r a l  non métabolisé du glucose, l e  3-0 méthyl 

glucose. En présence de butanol, l a  v i t e s se  d l incorpora t ion  du 3-0 

méthyl glucose e s t  rédu i te  (Figure No 3 ) .  L ' e f f e t  des a lcools  

a l iphat iques  su r  l a  membrane va r i e  en fonct ion de l a  longueur de l a  

chaîne carbonée. Ainsi,  l t é t h a n o l  e s t  environ dix f o i s  moins i nh ib i t eu r  

que l e  butanol. 

Chez de nombreux Clos t r id ia ,  l 'hydrolyse  de llATP par l e s  ATPases 

membranaires c r é e r a i t  un gradient  de protons qui permet t ra i t  

l ' i ncorpora t ion  des  sucres (TUCKEY e t  OUJESKY, 1976 j 1078) se lon l e  

mécanisme proposé par MITCHELL (1976). 

L ' inh ib i t ion  du t ranspor t  3-0 méthyl glucose par  un agent 

découplant, l e  dinitrophénol,  suggère que l e  t ranspor t  des sucres chez 

l e s  Clos t r id ia  dépend l u i  a u s s i  d 'une ATPase (MOREIRA e t  a l . ,  1981). 

Cependant, une i nh ib i t i on  d i r e c t e  des ATPases par l e  butanol n ' e s t  pas 

encore mise en évidence clairement. 



Fiwre Na 3 : Cinétique d'incorporation du 3-00 
méthylglucose en présence de différentes 
concentrations de butanol 

A témoin -8 0,05 M - O 0,07 M - A  0,10 M 
0 0,125 M - 0,150 M 

(d'après MOREIRA et al., 1981) 



II - CINETIQUE ET BIOCHIME DE LA FERMENTATION ACEïONOBIlTYLIQUE 

neutres  a g i r a i t  comme un mécanisme de "détoxif icat ion"  des protons 

(STEEL, 1958). Un pH acide semble une nécess i té  préalable à l a  

11 - 1. FERMENTATION TYPIQUE 
l 

i 

l 

II - 1.1. Cinétique (Figure No 4)  

Au cours d'une fermentation discontinue sur  glucose par 

Clostridium acetobutylicum, on peut d i s t inguer  deux phases (PETERSON e t  

FRED, 1932 ; SPIVEY, 1978). La première e s t  ca rac té r i sée  par l a  

production d ' a c ide s  (acétique e t  butyrique),  l e  dégagenient de gaz 

(hydrogène e t  gaz carbonique), l a  croissance des bactér ies  e t  l a  ba i sse  

du pH (DAVIES e t  STEPHENSON, 1941). Après environ 15 heures, l a  

fermentation des sucres produit essentiel lement des composés neutres  : 

butanol e t  acétone (DAVIES, 1942). A ce s tade,  l e  pH a une valeur 

d 'environ 4 , s .  Une p a r t i e  des acides présents dans l e  milieu peut ê t r e  

prélevée e t  conver t ie  en solvants ,  ce  qui  se  t r a d u i t  par une remontée 

du pH jusqu'à une valeur  f i n a l e  de 5,8. Cette réduction des acides 

exo-cellulaires a é t é  démontrée par  WOOD (1945) à l ' a i d e  d'éléments 

marqués. Le moment de passage d 'une  fermentation à l ' a u t r e  dépend de 

plus ieurs  f ac t eu r s  : l a  composition du milieu, l e  pH, l a  préparation de  

1 ' inoculum (GOTTSCHALK e t  BAHL, 198 1 ) . 
On peut considérer que ce changement de métabolisme const i tue  une 

réact ion du micro-organisme à des condit ions d'environnement 

défavorables comme l e  pH acide. Ainsi,  l a  production de composés 



glucose 
)CI--- -- 

8 16 23 32 40 48 56 64 
hrs 
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Figure No 4 : Cinétique de production d'acides e t  
de solvants pas CeobZ'cdLtn acatobu2jUum 
(d'après DAVIES et STEPHENSON, 1941) 



production de  solvants  (BEESCH, 1952). Cependant, d ' au t r e s  fac teurs  

physico-chimiques semblent i n t e rven i r  dans l ' i nduc t i on  de l a  

butyraldéhyde déshydrogénase : l a  concentrat ion du milieu en butyrate 

e t  en acé t a t e  (GOTTSCHAL e t  MORRIS, 1981). 

II - 1.2.  Changement de morphologie de Clostridium 

acetobutylicum en cu l t u r e  discontinue - Relation en t r e  sporulation e t  

production de solvants 

a )  Changement morphologique : (Figures No 5 e t  6)  - 
Une étude récente de JONES (1982) met en évidence plus ieurs  é t a t s  

morphologiques au cours de l a  fermentation en discontinue s u r  mélasses 

de Clostridium acetobutylicum P262. En début de cu l tu re ,  l e s  c e l l u l e s  

sont en cha îne t tes  pratiquement immobiles. Pendant l a  phase 

exponentiel le,  l e s  bac té r ies ,  sous forme végéta t ive  (bâtonnets à bouts 

a r rond i s ) ,  sont t r è s  mobiles e t  à l ' é t a t  dispersé.  E l l e s  produisent 

a l o r s  des ac ides  acétique e t  butyrique. Après 18 heures de cu l tu re ,  

t ou t e s  l e s  c e l l u l e s  sont pratiquement immobiles en phase s ta t ionna i re  

de croissance.  C ' e s t  à ce s tade que démarre l a  production de solvants 

conjointement à une modification morphologique qui  conduit aux formes 

"Clos t r id ia les" .  Les c e l l u l e s  renf lées  e t  à extrêmités pointues 

possèdent une capsule bien ind iv idua l i sée  e t  de nombreuses inclus ions  

iodophiles . 



l 

Figure 5 : Differents stades du cycle sporal de 

CloaMddwn nc&o bLLtyficum 
(d'après JONES e t  al., 1982) 
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b) Relation sporulation-production de solvants - - 
Jusqufà  ces  dernières  années, on cons idéra i t  que l a  production de 

solvants é t a i t  cor ré lée  à l a  sporula t ion de Clostridium acetobutylicum 

(PRESCOTT e t  DUNN, 1954). Cet te  hypothèse e s t  appuyée par l ' a p p a r i t i o n  

simultanée des solvants  e t  de l a  l y s e  sporangiale consécutive au 

processus de sporula t ion (SEBALD, 1982). De plus ,  1' inoculat ion de 

cu l tu re  en discontinue à p a r t i r  de bac té r ies  préalablement 

sélectionnées en chemostat sous glucose l i m i t a n t  ne s'accompagne plus 

de l a  production de solvants (GOTTSCHAL e t  MORRIS, 1981). La cu l tu re  en 

continue dans ces  condit ions s é l ec t i onne ra i t  un mutant incapable de 

sporuler  e t  de produire des solvants .  Mais l ' ana ly se  de l a  l i a i son  

sporulation-production de solvants  d o i t  ê t r e  poursuivie. En e f f e t ,  

ANDERSCH e t  a l .  (1982) montrent qu'en cu l tu re  continue sous azote 

l imi tan t ,  l a  production de solvants  e s t  poss ible  sans q u ' i l  y a i t  de 

spores v i s i b l e s  au microscope. 

Selon JONES e t  Coll.  (1982), dans une fermentation i n d u s t r i e l l e  l a  

sporula t ion débute au bout de 36 heures e t  ne concerne qu'un nombre 

l i m i t é  de c e l l u l e s .  Sur des  mutants de sporula t ion bloqués à d i f f é r e n t s  

s tades  morphologiques (Tableau V ) ,  ces  auteurs  mettent en évidence une 

co r r é l a t i on  en t r e  l 'accumulation de granules iodophiles,  l e  nombre de 

c e l l u l e s  sous forme c l o s t r i d i a l e  e t  l a  production de solvants .  Seuls, 

l e s  mutants de sporula t ion bloqués avant l a  formation d'une préspore 

mais formant une quant i té  normale de granules, donnent de bons 

rendements en solvants .  

I l  semble donc, à l a  vue de ce s  expériences, que l a  sporula t ion e t  

l a  synthèse de solvants  ne soient  pas directement l i é e s .  Toutefois, 

ce la  n ' exc lu t  pas qu 'il y a i t  en t re  ces  deux phénomènes une induction 



: Espece : Formes c l o s t r i d i a l e s  : Granule : capsule : septum : prespore : spore : solvants: 
: nature : g/12 : 

: P262 : ++ : ++ : ++ : ++ : ++ : ++ : 1 6 , 8 6 4 :  

: c l s  1 : 

. . 
: c l s  2 : - . - : - . - - . - : 0,489 : 

: c l s  3 : 

: c l s  4 1 

: spo 1 : 

, : spo 2 : 

: Spo 3 : 

: spo 4 : 

*++ nombre normal 

+ nombre f a i b l e  

- nulle  

La production de solvants e s t  determinee après 48 heures 

Tableau - V : Caracteristiques de mutants de sporulation de 
CXa4-;un ac&a bcLtyLicwn 

(d'après JONES et al., 1982) 



commune. Une étude biochimique des  f ac t eu r s  qu i  in terviennent  dans 

c e t t e  transformation pour ra i t  préciser  l a  r e l a t i o n  changement 

morphologique-production de solvants.  

II - 2 .  INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE 

II - 2.1 Influence des composés du milieu 

Les souches de Clostridium acetobutylicum sont  capables de 

métaboliser une grande va r i é t é  de subs t r a t s  (M.4C COY e t  a l . ,  1926 j 

PRESCOTT, 1959) e t  selon sa nature  e t  l e s  condit ions de cu l tu re ,  l e s  

métaboli tes produits  seront  d i f f é r en t s  (FOUAD, 1976 j COMPERE e t  

GRIFFITH, 1979). Ainsi, par  exemple, peu d 'acétone e s t  produit par l a  

souche Clostridium butylicum NRRL 593 sur  xylose. 

En fermentation discontinue,  suivant l a  concentrat ion en subs t ra t ,  

l a  fermentation va s ' o r i e n t e r  s o i t  ve rs  un métabolisme de type acide 

s o i t  vers un métabolisme de type solvant (MONOT, 1983). I l  s e r a  

nécessai re  de s e  placer  à des  concentrat ions en sucres  supérieures à 

20 g / l  pour avo i r  une bonne solvantogenèse. On peut considérer qu'en 

deçà de c e t t e  concentrat ion,  l e  pH ne baisse  pas assez pour que l e s  

acides  soient  conver t is  en solvant S. 

L 'addi t ion d ' a c é t a t e  d'ammonium à de f o r t e s  concentrat ions 

( 3 ,3  g / l )  inhibe l a  solvantogenèse (MONOT, 1983). I l  e s t  d i f f i c l e  

dans ce cas de d i s soc i e r  l ' e f f e t  i nh ib i t eu r  que peut avoir  l ' i o n  

ammonium de c e l u i  de l ' a c é t a t e  d ' au tan t  que FOUAB (1976) a montré que 

l a  production de solvants va r i a i en t  suivant l a  base associée à l ' i o n  

ammonium. 



II - 2.2 Influence du pH e t  de l a  concentrat ion en acides 

a )  En cu l tu re  discontinue -- 
Très peu d 'é tudes  systématiques ex i s t en t  sur  l e  r ô l e  du pH dans l a  

fermentation acétonobutylique. Des valeurs de pH a l l a n t  de 4,2 à 5 , s  

sont données pour l a  production de solvants (BEESCH, 1952 ; GOTTSCHAL 

e t  MORRIS, 1981). Des travaux récents  montrent qu'un abaissement du pH 

permet de passer  d 'un métabolisme acide à un métabolisme de type 

solvant (MONû'ï, 1983). Il a é t é  observé que l ' a d d i t i o n  d ' a cé t a t e  e t  de 

butyrate à un pH suffisamment bas ( i n f é r i eu r  ou éga l  à 5 )  i ndu i sa i t  de 

façon plus rapide  l a  production de solvants (GOTTSCHAL e t  MORRIS, 

1981 ; MARTIN, 1983). PIMPA (1983) a remarqué que l ' a d d i t i o n  de 

butyrate ,  s ' i l  i n h i b a i t  momentanément l a  croissance,  par contre 

augmentait l a  v i t e s s e  de production de butanol. 

b) En cu l tu re  continue -- 
A pH neutre,  Clostridium acetobutylicum ne produit  que des  ac ides  

quel  que s o i t  l e  f ac t eu r  l im i t an t  (source de carbone ou d ' azo te )  

(GOTTSCHAL e t  MORRIS, 1981 ; ANDERSCH e t  a l . ,  1982 ; BAHL e t  a l . ,  

1982). GOTTSCHALK e t  a l .  (1981) e t  BAHL e t  a l .  (1982) ont montré que la  

production de butanol e s t  poss ible  en cu l t u r e  continue à des pH 

i n f é r i e u r s  à 5 e t  q u ' e l l e  e s t  maximale à pH 4,3.  Une remontée du pH à 5 

se t r a d u i t  par l e  re tour  à l a  fermentation acidogene. Une nouvelle 

baisse à 4,3 conduit à une fermentation solvantogène. Toutefois, ces 

auteurs u t i l i s e n t  un milieu de cu l t u r e  qui  cont ient  20 mM de butyrate 

e t  19 mM de glucose. La concentrat ion en butanol obtenue ( 1 , l  mM) 

indique un t r è s  mauvais rendement de conversion du subs t ra t  carboné. 



Une augmentation c ro i ssan te  de l a  concentrat ion en butyrate conduit à 

une é lévat ion de l a  production de butanol (BAHL e t  a l . ,  1982). La 

concentrat ion optimale en butyrate  e s t  de 60 mM j il l u i  correspond une 

production de 11 mM de butanol e t  5 mM d 'acétone à p a r t i r  de 19 mM de 

glucose. Il n ' a  aucun e f f e t  s i  l e  pH e s t  supérieur à 5. En présence de 

19 mM de glucose, l ' a d d i t i o n  d ' a cé t a t e  dans l e s  mêmes condit ions n ' a  

aucun e f f e t  su r  l a  production de solvants .  

Ainsi,  l 'ensemble de ces  travaux montrent que pour des pH 

supérieurs à 5,5, l e s  fermentations sont  de type "butyrique" tandis  

qu 'à  des  pH i n f é r i e u r s  à 5,O e l l e s  sont de type wbutylique" j dans ce 

cas, une p a r t i e  du butyrate présent dans l e  milieu peut ê t r e  rédu i t  en 

solvant .  Le butyrate ,  pénétrant  dans l a  c e l h l e  sous sa  forme non 

ionisée  (THAUER e t  a l . ,  1977) i nh ibe ra i t  l a  croissance tou t  en 

induisant  l a  solvantogenèse. Ceci semble confirmé par l e s  travaux de 

MONOT (1983) qui  no te  que l a  solvantogenèse e s t  i n d u i t e  par l a  forme 

non dissociée  de l ' a c i d e  butyrique à p a r t i r  d 'une valeur s e u i l  comprise 

en t r e  0,6 g / l  e t  1,9 g / l  

II - 3. ASSIMILATION DES SUCRES 

Tout subs t r a t ,  notamment l e s  sucres,  présent dans un milieu de 

cu l t u r e  d o i t  t r a v e r s e r  l a  membrane pour ê t r e  métabolisé par l a  c e l l u l e  

bactérienne. Cet te  membrane e s t  connue pour ê t r e  une bar r iè re  t r è s  

s é l ec t i ve  pour l e s  composés a u s s i  bien organiques qu'inorganiques. Deux 

systèmes sont actuellement connus comme é t a n t  responsables du t r anspo r t  

a c t i f  de molécules : 

- Transport a c t i f  ( t r anspo r t  l i é  à une force  proton-notrice) 



- Transport par t rans loca t ion  de groupe 

On désigne par t ranspor t  a c t i f ,  un processus qui  tend à r é a l i s e r  de 

par t  e t  d ' au t r e  de l a  membrane, une d i s t r i b u t i o n  de molécules qui  

s ' é lo ignen t  de l ' é t a t  d ' é q u i l i b r e  (KEPES, 1978). Ainsi, ce système de 

t ranspor t  s e  f a i t  contre  un gradient  de concentrat ion e t  nécess i te  de 

l ' é n e r g i e  fourn ie  par  l e  métabolisme c e l l u l a i r e .  

La pr incipale  di f férence en t re  l e  système de t ranspor t  par 

t rans loca t ion  de groupe e t  l e  t ranspor t  a c t i f  proprement d i t  r és ide  

dans l a  nature du composé re largué dans l a  c e l l u l e .  

Dans l e  cas  du t ranspor t  a c t i f ,  l a  molécule qui  a r r i v e  dans l e  

cytoplasme e s t  l a  même que c e l l e  qui é t a i t  dans l e  milieu 

extrac  e l l u l a i r e .  Une source d ' énergie chimique ou é lec t r ique  e s t  

nécessai re  pour l ' e n t r é e  de ce composé. 

Au con t ra i re ,  dans l e  système par  t rans loca t ion  de groupe, l e  

passage d ' un  composé au t r ave r s  de l a  membrane a l i e u  de façon 

concomitante avec une réac t ion  de phosphorylation. On a a l o r s  formation 

d 'un dér ivé  phosphorylé. L 'énergie  nécessai re  dans ce  type de t ranspor t  

e s t  fournie  par  l a  l i a i s o n  du PEP. 

Des systèmes d'accumulation de sucres qui  fonctionnent avec 

l ' é n e r g i e  t i r é e  du PEP sont t r è s  répandus dans l e  règne bactérien.  Le 

système phosphotransférasique e s t  t r è s  répandu chez l e s  bactér ies  

(SAIER, 1977). 

Selon SAIER (19771, l e s  organismes qui métabolisent  l e s  sucres pa r  

l a  glycolyse possède l a  capaci té  de phosphoryler l e s  sucres par l e  

système phosphotransférasique tand is  que ceux qui  dégradent l e s  sucres 

en aérobiose v i a  l a  voie dtEntner-Doudoroff accumule l e s  sucres par un 

mécanisme de t ranspor t  a c t i f .  Toutefois, dans une même bac té r ie  e t  pour 



un même subs t ra t ,  il peut e x i s t e r  l e s  deux sytèmes : un système 

phosphorotransférase e t  un système c l a s sé  "permeasel' qu i  fonctionne 

grâce à l 1 l ' é t a t  énergisél '  de l a  membrane. Chez l e s  Clos t r id ia  

saccharolytiques,  il e s t  couramment admis que l e  système prédominant 

e s t  l e  système phosphotransférasique (DOELLE, 1975). 

- Svstème ~ h o s ~ h o t r a n s f é r a s e  

La séquence des  réact ions  ci-dessous rend compte du t ranspor t  de 

sucres par ce système : 
-- . - -  

++ 
Phosphoenol pyruvate + HPr +----- IL-!% HPr w P + pyruvate (1) 

If II + sucre-P + HPr (2)  HPrrvP + sucre -------- ++ 
HPr, Mg 

La réac t ion  (1) e s t  l a  phosphorylation d 'une p e t i t e  protéine,  

appelée HPr, par l e  phosphoénol pyruvate. Cet te  protéine e s t  

thermostable j l e  groupement phosphoryle de l a  prote ine  e s t  l i é  à un 

rés idu  h i s t i d i n e  par une l i a i s o n  r i che  en énergie.  La phosphorylation 

dtHPr e s t  ca ta lysée  par  ltenz>me 1, qui, tou t  comme HPr, e s t  

c o n s t i t u t i f  e t  soluble .  Ce premier complexe, cons i s te  dans l e  t r a n s f e r t  

du groupe phosphoryle dtHPr P à un sucre.  Le complexe II, membranaire, 

spécifique du sucre,  ca ta lyse  ce t r a n s f e r t .  C 'es t  a i n s i  que l ' o n  va 

avoir  tou te  une c l a s se  d'enzymes II, induc t ib les  responsable du 

t r a n s f e r t  du groupe phosphoryle en fonction du sucre.  I l  e x i s t e  chez E. 

C O L I  jusqu'à 10 paires  de proté ines  spécif iques  du sucre.  



II - 4. VOIES METABOLIQUES (DOELLE, 1975 j GOTTSCHALK, 1979 j REHM 

e t  REED, 1981) (Figure No 7 )  

La voie empruntee pour l e  catabolisme des  sucres e s t  c e l l e  

d1EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS qui  conduit au pyruvate. La pyruvate 

ferredoxine oxydoréductase cata lyse  l a  décarboxylation du pyruvate avec 

l i b é r a t i o n  de CO2 e t  d i a c é t y l  CoA ( réac t ion  phosphoroclastique) e t  

t r ans f è r e  des é lec t rons  sur  une ferredoxine.  La ferredoxine rédu i te  

a i n s i  formée e s t  ré-oxydée par  une ferredoxine hydrogénase avec 

l i b é r a t i o n  d'une molécule d'hydrogène. Le d é t a i l  de ces  réact ions  e s t  

résumé dans l a  f i gu re  suivante.  

Décarboxylation du pyruvat e 

L ' acé ty l  CoA e s t  l a  plaque tournante du métabolisme p u i s q u ' i l  e s t  

au départ  de l a  formation des acides ou des solvants.  Une p a r t i e  de l a  

ferredoxine peut ê t r e  mobilisée par l e s  NAD(P)H - ferredoxine 

oxydoréductase (PETIT DEMANGE e t  a l . ,  1976). 



II - 4 . 1 .  Formation de l ' a c é t a t e  e t  du butyrate  à p a r t i r  de 

l ' a c é t y l  CoA (Figure No 8)  

l a  l i b é r a t i o n  d ' a cé t a t e  se  f a i t  v i a  l ' a c é t y l  phosphate avec 

synthèse d'une molécule dfATP l o r s  de l ' hydro lyse  de  l a  l i a i s o n  r i che  

en énergie (Figure N08). Les deux enzymes intervenant sont l a  

phosphotransacétylase e t  l ' a c é t a t e  kinase. 

La formation de butyrate  à p a r t i r  de l ' a c é t y l  CoA e s t  un mécanisme 

cyclique bien connu. La réac t ion  de condensation e n t r e  l e s  deux acé ty l  

CoA conduit à l ' acé to-acé ty l  CoA. Ce dern ie r  e s t  transformé en butyryl  

CoA par  deux réductions e t  une déshydratation. Au niveau de ce  cycle,  

l e s  deux moles de NADH2 provenant de l a  formation du pyruvate son t  

réoxydées. 

Le premier NADH e s t  réoxydé l o r s  de l a  réduction de l ' a cé toacé ty l  2 

CoA en 3 - hydrolrybutyryl CoA par l a  3 - hydroxybutyrate 

déshydrogénase. Une crotonase cata lyse  l a  réac t ion  de déshydratat ion du 

3 - hydroxybutyrate en crotonyl  CoA. Une deshydrogénase à NAD e s t  

responsable de l a  réduction de ce de rn i e r  composé en butyryl  CoA. Au 

cours de c e t t e  réact ion,  une seconde mole de NADH e s t  réoxydée. 2 

Généralement, l a  l i b é r a t i o n  du butyrate  se  f a i t  par t r a n s f e r t  du 

CoA du butyryl  CoA sur  l ' a c é t a t e .  Cette réac t ion  e s t  catalysée par une 

CoA-transférase. Plus rarement, comme dans l e  cas de l ' a c é t a t e ,  l e  

butyrate peut ê t r e  formé v i a  l e  butyryl  phosphate sous l ' a c t i o n  d 'une 

phosphotransbutyrylase e t  d 'une butyrate kinase.  Ces deux enzymes ont 

pu ê t r e  mis en évidence chez Clostridium butyricum (GAVARD e t  a l . ,  

1957 j VALENTINE e t  WOLFE, 1960 j TWAROG e t  WOLFE, 1960). 
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I 
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Fi&gure 7 : Voies generales du metabolisme chez 
les C&oaakL& 



Glucose 

~yruvate H2 

~ c e t o  acetyl coA 

/ NADH*H+ 

p hydroxy butyryl con 

crotonyl 
H2° 

acetate / 

ATP 

COA 

1 Pyruvate  f e r r e d o x i n e  oxydo r é d u c t a s e  (EC. 1.2.7.1) 

2  Fer redoxine  hydrogénase (EC. 1.12.7.1) 

3  Acé ty l  CoA : or thophosphate  a c é t y l  t r a n s f é r a s e  (EC. 2.3.1.8.)  

4  ATP : a c é t a t e  phospho t r ans fé ra se  (EC. 2.7.2.1)  

5 Acé ty l  CoA a c é t y l  CoA a c é t y l  t r a n s f é r a s e  (EC. 2.3.1.9)  

6 3 hydroxybutyra te  : EAD oxydo r é d u c t a s e  (EC. 1.1.1.30)  

7 L 3 hydraxy a c y l  COA hydro lyase  (EC. 4.2.1.17) 

8 Bu ty ry l  CoA : oxydo r é d u c t a s e  (EC. 1.3.99.2)  

9  Bu ty ry l  CoA : s y n t h é t a s e  (EC. 6 .2 .1 .2 .  ? )  

10 Phosphot ransbutyry lase  

11 a u t y r a t e  k i n a s e  

Figure 8 : Formation du butyrate et de l'acetate chez les C R o ~ ~ d i a  



II - 4.2. Production d 'acétone e t  d ' isopropanol (Figure No 9 )  

Clostridium acetobutylicum possède une CoA t rans fé rase  qu i  a g i t  

su r  l ' a c é t o a c é t y l  CoA e t  qui  e s t  c a r ac t é r i s t i que  de c e t t e  espèce 

(WELLE, 1975). L 'acétoacéta te  produit e s t  décarboxylé en acétone. 

Cet te  étape i r r é v e r s i b l e  e s t  r é a l i s é e  par l ' a cé toacé t a t e  décarboxylase. 

Cette s é r i e  de réac t ions  dévie l t a c é t o a c é t y l  CoA de s a  voie métabolique 

normale : l a  production de butyrate.  L'optimum d ' a c t i v i t é  des deux 

tnzymes concernés se s i t u e  à pH acide.  Clostridium butylicum e s t  l a  

seule  bac té r ie  capable de rédu i re  l ' acé tone  en isopropanol. Il possède 

en e f f e t  une isopropanol déshydrogénase qui n ' a g i t  que sur  l ' acé tone .  

II - 4.3 Production de butanol e t  d ' é thanol  (Figure No 9)  

La production d 'acétone s'accompagne d 'une baisse de l a  production 

de butyryl  CoA. La c e l l u l e  d o i t  donc trouver une voie pour réoxyder l e s  

NADH2 produits  au cours de l a  glycolyse. Dans ces  conditions, l e  

butyryl  CoA e s t  rédu i t  en butanol v i a  l e  butyraldéhyde. L'aldéhyde 

déshydrogénase NAD-dependante a  une s p é c i f i c i t é  assez l a rge  e t  ag i t  à 

l a  f o i s  sur  l e  butyryl  CoA e t  l ' a c é t y l  CoA. L 'é tape f i n a l e  e s t  r é a l i s é e  

par une a lcoo l  déshydrogénase NAD-dependante qu i  a g i t  su r  l e  

butyraldéhyde e t  l ' acéta ldéhyde.  Pour l a  production de butanol à p a r t i r  

de butyrate exoce l lu la i re ,  l e  butyryl  CoA e s t  formé s o i t  par l e  

t r a n s f e r t  du coenzyme A en t re  l ' a c é t y l  CoA e t  l e  butyrate ( réac t ion  

inverse de l a  dernière  étape du cycle  butyrique),  s o i t  par condensation 

de CoA e t  de butyrate  en présence dlATP s i  l ' a c é t y l  CoA e s t  en quant i té  

f a i b l e  dans l a  c e l l u l e .  
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Figure No : Formation du butanol, acétone et isoprop.ano1 f- ";-:;\ 
par les C R o ~ ~ c L w i ~  Y /  



II - 4.4 Act iv i tés  NADH - Ferredoxine oxydoréductasique 

L 'é lucidat ion de l a  réac t ion  phosphoraclastique (MORTENSON e t  a l . ,  

1963) l a i s s a i t  prévoir  que l a  fermentation acétono butylique devai t  

dégager autant  d'hydrogène que de gaz carbonique. O r ,  l o r s  de l a  

fermentation acide,  l a  quan t i t é  d'hydrogène produite e s t  supérieure à 

c e l l e  qui  provient  stoechiométriquement de l a  décarboxylation oxydative 

du pyruvate. THAUER (1969) a montré chez Clostridium kluyveri  que l a  

production d'hydrogène à p a r t i r  de NADHZ e s t  possible grâce à une 

a c t i v i t é  NADH-ferredoxine réductasique qui assure  l e  t r a n s f e r t  des 

é lect rons  du NADH sur  l a  ferredoxine.  Une a c t i v i t é  ferredoxine NAD' 

réductasique a é t é  également mise en évidence par PETIT DEMANGE (1970) 

chez d ' a u t r e s  Clostridium du groupe butyrique. En r é a l i t é ,  ces  deux 

a c t i v i t é s  sont l e  f a i t  d 'une seule  enzyme a l l o s t é r i que  l a  NADH 

ferredoxine o:<ydoréductase (JUNGWN e t  a l . ,  1975). Outre c e t t e  

a c t i v i t é ,  il e x i s t e  a u s s i  chez Clostridium acetobutylicum, deux au t res  

oxydoréductases qu i  sont l a  NAD(P)H-ferredoxine oxydo-réductase (PETIT 

DEMANGE e t  a l . ,  1976) e t  l a  NADH-rubredoxine oxydo-réductase (PETIT 

DEMANGE e t  a l . ,  1979). 

La NAD(P)H-ferredoxine oxydo-réductase ayant une a c t i v i t é  

NAD(P)H-ferredoxine réductasique assez f a i b l e ,  e l l e  s e r t  

essentiel lement à fou rn i r  l e  NAD(P)H nécessai re  aux biosynthèses 

(JUNGERMANN e t  a l . ,  1973 ; PETIT DEMANGE e t  a l . ,  1976). Toutefois son 

fonctionnement dans l a  formation de produits  r édu i t s  peut ê t r e  

e y i s a g é e  (BEN BASSAT e t  a l . ,  1981) quant à l a  NADH-rubredoxine oxydo- 

réductase,  son rô l e ,  sa  fonction chez ce Clostridium r e s t en t  à é luc ider  

(PETIT DEMANGE e t  a l . ,  1981 ) . 



Les teneurs i n t r a c e l l u l a i r e s  en a c é t y l  CoA (JUNGERMAN e t  al., 

1971) e t  en NADH ( P E T I T  DEMANGE e t  a l . ,  1971) régulent  l ' a c t i v i t é  de l a  

NADH-f erredoxine oxydoréductas e. 

CU SCoA 3 

L'acé ty l  CoA i n t e r v i e n t  comme un ac t iva teur  a l l o s t é r i que  de 

l ' a c t i v i t é  NADH-ferredoxine réductasique, il augmente l a  production 

d ' ac ides  e t  d'hydrogène moléculaire. Le NADH i n t r a c e l l u l a i r e  inhibe 

1' a c t i v i t é  f  erredoxine NAD' réductasique e t  o r i en t e  l a  fermentation 

vers l e s  produits  r édu i t s  (Butanol, é thanol) .  Ce mode de régulat ion de 

l a  NADH-ferredoxine oxydo-réductase permet a i n s i  à l a  c e l l u l e  

d ' e f f ec tue r  s o i t  un métabolisme de type acide,  s o i t  un métabolisme de 

type solvant .  

II - 4.5 Métabolisme de type acide (Figure N o  10) 

Lors d 'une fermentation butyrique, l e s  NADH produi ts  pendant l a  

glycolyse sont entièrement r é -u t i l i s é s  par l e  cycle de formation du 

butyryl  CoA. 
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Pyruvate NAD 

Ace tone 

F i p r e  10 : hfetabolisme de type acide 



Tous l e s  équivalents  réducteurs provenant de l a  décarboxylation 

oxydative du pyruvate servent  à l a  réduction de protons e t  à 

l ' e x c r é t i o n  d'hydrogène. Lo r squ l i l  y a production d ' a cé t a t e  e t  de 

butyrate,  l a  c e l l u l e  dispose  d 'un excès de NADH dont l 'accumulation e s t  

toxique. Le CO-enzyme oxydé nécessai re  au catabolisme peut ê t r e  

régénéré v i a  l e s  a c t i v i t é s  NADH-ferredoxine réductasique e t  

hydrogénasique. C 'es t  a i n s i  que l a  quant i té  d'hydrogène produite e s t  

supérieure à c e l l e  qu i  provient  stoechiométriquement de l a  

décarboxylation oxydative du pyruvate. On a a l o r s  un rapport H  CO^ 2 

supérieur à 1. 

Les coe f f i c i en t s  stoechiométriques de l a  fermentation e t  l e  ga in  en ATP 

( e f f i c a c i t é  thermodynamique de l a  réac t ion)  vont ê t r e  déterminés par l a  

quant i té  x de NADH mobilisé au niveau de l a  ferredoxine (Figure No 11). 

Cet te  valeur n ' a  pas é t é  déterminée pour Clostridium acetobutylicum, 

mais e l l e  e s t  connue pour Clostridium pasteurianum qui  a un métabolisme 

acide ident ique à ce lu i  de l a  première phase de fermentation de 

Clo st ridium ac  etobutylicum. 

On considère que c e t t e  valeur e s t  de l ' o r d r e  de 0,3 ce qui conduit au 

bi lan.  

Glucose ---i) 0,6 Acétate + 0,7 Butyrate + 3,3 ATP + 2COz 

II - 4.6 Métabolisme de type solvant (Figure No 12) 

Dans l e  cas de l a  production de solvants,  l e s  besoins métaboliques 

en NADH sont supérieurs à l a  quant i té  fournie  par l a  glycolyse. La 

NADH-f erredoxine oxydo-réductase par son a c t i v i t é  f erredoxine - NAD' 

réductasique va permettre de répondre aux exigences de l a  c e l l u l e  en 



Glucose 

2 x NADH 

glucose -- Zx Acetate + (1-x) Butyrate + 2C02 + (S+x)ATP 

par exemple pour Ceo~X&a%um ,oalte&anwn la valeur moyenne de x 
est de : 0,3 
ce qui conduit au bilan : 

glucose -9 0,6 Acetate + 0,7 Butyrate + 2C02 + 3,3ATP 

Figure  1 1 : Reguiation du metabolisme chez C B o ~ ~ d u u n  pasXeuhianum 
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Figure 12 : Metabolisme de type solvant 



fournissant  l e  NADH manquant à p a r t i r  de l a  ferredoxine rédui te .  Cela 

va se t r adu i r e  par une diminution de l a  production d'hydrogène e t  un 

rapport  H ~ / C O ~  i n f é r i eu r  à 1. 

II - 4.7 Bilan énergétique 

Lors de s a  croissance,  l a  c e l l u l e  ayant besoin de beaucoup 

d 'énergie ,  va emprunter l a  voie productrice d ' ac ides .  Ainsi, pour l a  

production d ' a cé t a t e  e t  de butyrate,  l e s  b i l ans  de fermentation peuvent 

s ' é c r i r e  individuellement : 

glucose + 3ADP + 3Pi ---9 butyrate  + 2C0 + 2H2 + 3ATP 
2 

glucose + 4ADP + 4Pi ---* acé t a t e  + 2C02 + 4H2 + 4ATP 

L ' a c t i v i t é  de l a  NADH-ferredoxine oxydo-réductase va déterminer l e  

rapport  acéta te /butyrate  e t  donc l e  nombre de moles dtATP. I l  se ra  

compris en t r e  3 ~ ~ ~ / r n o l e  glucose s i  on a uniquement formation de 

butyrate,  4.A~~/mole glucose quand l e  glucose e s t  fermenté uniquement en 

acé ta te .  

II - 4.8 Bilans des équivalents  réducteurs 

Au maximum de l a  glycolyse, 200 rnM de NADH+H+ sont produits  pour 

100 mM de glucose dégradé. S i  l ' o n  se  base su r  l a s  b i lans  donnés par 

WOOD ( 1961) (Tableau VI), on peut déterminer l e s  besoins en NA.DH+Hf 

nécessaires à l a  formation de chaque produit .  C 'es t  a i n s i  que l ' o n  

remarque que Clostridium butyricum a un d é f i c i t  de 50 mM en NADH+H+ e t  

+ 
que Clostridium acetobutylicum a eu besoin de 60 mM de NADH+H 

supplémentaires. Par rapport  aux 200 rnM théoriques,  ces différences 

proviennent des  a c t i v i t é s  ferredoxines oxydo-réductasiques ; dans l e  

cas de Clostridium butyricum (Figure No 13) ou l ' o n  a uniquement 



: mM produits/lOûmM glucose : mM NADH nécessa i re  à l a  : 

fermenté : formation de chaque p rodu i t :  

: CZostridium : CZostridiwn : CZostridiwn : CZostridiwn : 

: butyricwn :acetobu@jZicm: butyricwn :acetobutyZicum : 

: Butyra te  76 4 152 8 

: Acétate 4 2 14 O 

: Lac ta te  - - 
: CO2 

: H2 

: Ethanol 

: Butanol 

: Acétone O 2 2 O 

Tableau W: Bilans de fermentation sur plucose chez C l o n f i d i u r n  
buitytucurn e t  ~onaMcLum a c ~ 0 6 u ; t ~ ~ ~ c w n  

( d ' a p r è s  WOOD, 1961) 



production d ' ac ides ,  l'enzyme fonctionne dans l e  sens d 'une production 

supplémentaire d'hydrogène (NADH-ferredoxine oxydasique), t and is  que 

dans c e l u i  de Clostridium acetobutylicum (Figure No 14),  l a  NADH- 

+ 
ferredoxine oxydo-réductase par  son a c t i v i t é  ferredoxine-NAD 

réductasique va permettre de répondre aux exigences de l a  c e l l u l e  en 

fournissant  l e  NADH manquant à p a r t i r  de l a  ferredoxine rédui te .  

Clostridium acetobutylicum l o r s  de l a  première phase de 

fermentation a un métabolisme de type butyrique (comme Clostridiurn 

butyricum) pour ensu i te  passer à un métabolisme de type solvant.  A i n s i ,  

on vo i t  que suivant l'avancement de l a  fermentation, l e  métabolisme e t  

sur tout  l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques peuvent fonctionner de façon 

totalement d i f f é r en t e .  

La production de solvants  conduit à des b i lans  énergétiques moins 

favorables à l a  c e l l u l e  : 

glucose + 2ADP + 2Pi ---9 butanol + ZC02 + 2ATP 

glucose + 3ADP + 3Pi ---3 acétone + 3C02 + 3ATP 

Dans l e  cas de l a  production d 'acétone,  1'ATP supplémentaire e s t  f ou rn i  

par récupération de l ' éne rg i e  l i b é r é e  par l 'hydrolyse  de l a  l i a i s o n  

t h ioe s t e r  de l ' a cé toacé ty l  CoA. 
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Figure 13 : Bilan NACW d'une fermentation butyrique 



?OO Glucose 

Figure 14 : Bilan NADH d'une fermentation butyliq-ue 



III - ASPECTS TECHNOLOGIQUES 

La production d 'énergie  e t  d ' in te rmédia i res  de l ' i n d u s t r i e  

chimique peut s ' e f f e c t u e r  à p a r t i r  de molécules i s sues  de l a  biomasse 

e t  de déchets agro-alimentaires (TONG, 1978, 1979). Dans ce domaine, l a  

fermentation acétonobutylique peut dans ce r t a in s  cas,  concurrencer l a  

fermentation méthanique (GOMA e t  a l . ,  1981 ) . La production i n d u s t r i e l l e  

de solvants  a f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses mises au point  

bibliographiques (BEESCH, 19 52, 19 53 j VERGNAUD, 1967 j HASTINGS, 

1978 j SPIVEY, 1978). Les l i m i t e s  ac tue l l e s  du procédé ont é t é  

largement soulignées e t  d iscutées .  I l  ne f a i t  aucun doute qu'une 

meil leure connaissance de l a  physiologie des micro-organismes 

solvantogènes s'impose pour améliorer l e s  performances des procédés 

i ndus t r i e l s .  

III - 1. UTILISATION DES SUBSTRATS 

L ' i n t é r ê t  de Clostridium acetobutylicum rés ide  dans sa  capacité 

d ' u t i l i s a t i o n  d'une grande va r i é t é  de subs t r a t s  carbonés glucidiques.  

Ce sont pour l a  plupart  des sucres en C6 t e l s  que l e  glucose, l e  

f ruc tose  ( cons t i t uan t s  des  mélasses) (POMAR e t  a l . ,  1977) e t  sur tout  

l e s  sucres en Cs t e l s  que l ' a rab inose  (MADDOX, 1982), l e  xylose 

(cons t i tuan ts  des  hémicelluloses) (LANGLYKKE e t  a l . ,  1948 ; 

NAKHMANOVICK e t  a l . ,  1959 j 1N.E.S-HARTREE e t  SADDLER, 1982). Les 

disaccharides comme l e  saccharose, l e  l a c t o s e  e t  l e  cel lobiose  sont 



aus s i  u t i l i s é s  a i n s i  que l e s  polymères t e l s  que l 'amidon (polymère d du 

glucose) e t  l ' i n u l i n e  (polymère du f ruc tose)  (COMPERE e t  GRIFFITH, 

1978 1. 
f 

Les subs t r a t s  l e s  plus couramment u t i l i s é s  pour l a  production 

d'acétone-butanol sont l e s  amidons de g ra ins  (PETERSON e t  FRED, 1932) 

e t  l e s  mélasses (BEESCH, 1952 ; SPIVEY, 1978). 

Plus récemment, l a  production de solvants a é t é  étudiée sur  

d ' au t r e s  subs t r a t s  comme l e  lactosérum (MADDOX, 1980), l e  topinambour 

(WENDLAND e t  a l . ,  1941 ; VAN de CASTELLE, 1982) e t  l e s  hydrolysats 

d 'hémicelluloses (MADDOX e t  MURRAY, 1983 ; SADDLER e t  a l . ,  1983). 

Dans l e  contexte agr ico le  nat ional ,  ont é t é  retenus pour l a  production 

i n d u s t r i e l l e  d 'acétone e t  de bu tmo l ,  deux types de subs t r a t s .  Les jus 

de tubercules (topinambours e t  betteraves semi-fourragères) subissent  

une hydrolyse acide  qui  conduit à l ' ob t en t i on  d 'un milieu 

fermentescible en acétone-butanol (Figure No 15). Le deuxième type de 

subs t ra t  e s t  cons t i tué  par  l e s  subs t ra t s  l igno-cellulosiques t e l s  que 

l e s  t i g e s  de maïs. Leur fermentation en solvants nécess i t e  une 

hydrolyse préalable  plus d i f f i c i l e  que c e l l e  c i t é e  précédemment. 

L'hydrolyse enzymatique par l e s  c e l l u l a se s  de Trichoderma r e s e i  a é t é  

cho is ie  par 1 ' IFP  (Figure No 16) .  

Le p r inc ipa l  problème posé par l ' u t i l i s a t i o n  des hémicelluloses 

e s t  l a  composition en sucres du milieu résu l tan t  de l 'hydrolyse .  On e s t  

en présence de mélanges d'hexoses e t  de pentoses, e t  l a  capacité à 

produire des solvants  par Clostridium acetobutylicum va r i e  

considérablement suivant l e  sucre. De plus, l e s  sucres sont moins bien 



Figure 15 :- Fermenta-tion acetonobutyiique du topinabeu-r 

(d'après VANDECASTEELE, 1982) 
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fermentés l o r s q u ' i l s  sont  en mélanges (SADDLER e t  a l . ,  1983). Enfin, 

suivant  l ' hydro lyse  u t i l i s é e  on peut avo i r  une baisse  de l a  production 

en solvants  due à l a  présence de molécules i n h i b i t r i c e s .  

Pour produire des solvants  à p a r t i r  de matières ce l lu los iques  à 

f a i b l e  coût, on peut également envisager l ' emplo i  de CO-cultures e n t r e  

des bac té r ies  c e l l u lo ly t i ques  e t  solvantogènes. En e f f e t ,  des exemples 

d ' a ssoc ia t ions  symbiotiques s t a b l e s  e n t r e  c e l l u lo ly t i ques  e t  

productrices d ' é thano l  ont é t é  d é c r i t e s .  On peut c i t e r  l a  CO-culture 

en t r e  Clostr idium thermohydrosulf uricum, bac té r ie  thermophile qui  

fermente l e s  mono e t  d isacchar ides  en é thanol  e t  CO avec une bac t é r i e  
2 ' 

ce l l u lo ly t i que  Clos t ridium t hermoc ellum qui  produit  en cu l t u r e  pure, 

éthanol,  a cé t a t e ,  CO2 e t  H2 e t  excrè te  une c e l l u l a s e  ac t ive .  Leur 

a s soc i a t i on  conduit à un mei l leur  rendement de conversion de l a  

c e l l u lo se  e t  à une production accrue d ' é thano l  (Tableau VII) .  

L 'améliorat ion du rendement de conversion du subs t r a t ,  par l a  CO-culture 

e s t  due à l ' é l i m i n a t i o n  des  oses  e t  des  disaccharides par l a  bac t é r i e  

fermentative.  Ces oligomères glucidiques sont en e f f e t  des i nh ib i t eu r s  

c lass iques  de l ' a c t i v i t é  des c e l l u l a se s .  Dans l e  cas de Clostridium 

acetobutylicum, PETIT DEMANGE e t  a l .  (1983) ont  montré que l a  CO- 

cu l t u r e  e s t  poss ib le  avec une bac té r ie  c e l l u lo ly t i que .  Une plus  zrande 

quan t i t é  de ce l l u lo se  e s t  dégradée par  l a  CO-culture mais seu le  l a  

première phase de l a  fermentation a l i e u .  



Tableau V I ?  ,: Produits de la  fermentation de l a  ce l lu lose  par C. A%e/unoc&&.m 
en présence e t  absence de C. : t h e / u n ~ ~ c h O ~ ~ ~ & c f u ? l  
(d'après NG e t  a l . ,  1981) 

: C.thm,oceeeum f c. &ehmoceeeum + Produits (+) après 
120 h. d1  incubation (souche LQRï) C. ~ m o h y & o a L L e ~ w L i c u m  

(souche 39 E) 

: Ethano1 105,3 180,O 

75,9 Acetate 8 ,s 
: Cellulose dégradée : 

(%)  kt) 60 1 0 0  

(2) mMol/lOo m M o l  d'équivalent d'anhydre-glucose 
(SI quantité de cellulose initikle 8 0  mg/lO m i  



III - 2. RENDEMENT 

La fermentation acétono-butylique présente un f a i b l e  rendement de 

conversion du subs t ra t  en solvants (30-33%) e t  l e s  productions 

maximales de solvants  ne dépassent que t r è s  rarement 20 g/ l .  Ce mélange 

de solvants  obtenu e s t  composé de 60-70% de butanol, 1540% d'acétone 

e t  de l ' o r d r e  de 6% d 'é thanol .  On note  que d ' importantes quant i tés  de 

gaz sont produites au cours de c e t t e  fermentation, principalement du 

CO2. De nombreux auteurs  a t t r i b u e n t  au butanol ces f a i b l e s  

performances. A cô té  de l ' amél io ra t ion  génétique de l a  rés i s tance  de 

souches, des so lu t ions  technologiques sont envisagées. L 'extract ion 

actuellement u t i l i s é e  e s t  l a  d i s t i l l a t i o n  du moût de fermentation. Mais 

ce procédé e s t  coûteux en énergie.  Une étude récente (MADDOX, 1982) 

montre q u ' i l  e s t  poss ible  de récupérer l e  butanol en u t i l i s a n t  l e s  

s i l i c a l i t e s .  On peut adsorber jusqu'à 85 mg de butanol par g de 

s i l i c a t e .  Le procédé d ' ex t rac t ion  peut ê t r e  une a l t e rna t i ve  

in té ressan te  à l a  d i s t i l l a t i o n  d ' au tan t  q u ' i l  peut permettre de l eve r  

une p a r t i e  de l ' i n h i b i t i o n  causée par l e  butanol. Une au t r e  façon 

d'augmenter l e s  rendements s e r a i t  l ' u t i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  f i xée s .  

Mais ce  procédé n 'en e s t  qu'au s tade expérimental. Cependant, bien que 

l e s  concentrat ions obtenues so ien t  encore f a i b l e s ,  e l l e s  demontrent l a  

f a i s a b i l i t é  du procédé en continu (H~GGSTROM e t  a l . ,  1980, 1981, 1982). 



III - 3. UTILISATION DES RESIDUS 

L ' u t i l i s a t i o n  des vinasses e t  des  gaz permet t ra i t  l e  développement 

d 'une f i l i è r e  in tégrée  à coût énergétique r édu i t .  En e f f e t ,  l a  

d i s t i l l a t i o n  des moûts fermentés dont l a  teneur en so lvan t s  e s t  de 

20 g / l  engendrent des quan t i t é s  importantes de vinasses fortement 

chargées en matières organiques. Jusqu'à présent ,  l e s  v inasses  sont  

concentrées, atomisées e t  u t i l i s é e s  en supplément d 'a l iments  du b é t a i l .  

Cet te  poudre con t ien t  30% de proté ines  e t  80 mg/g de r ibof lav ine .  Mais 

l a  consommation énergétique e s t  importante. Dans ce cas, l a  

fermentation méthanique semble ê t r e  une f i l i è r e  bien adaptée au 

couplage dépol lu t ion - va lo r i s a t i on  énergétique de ce type de résidus.  

Par a i l l e u r s ,  l e s  gaz se  dégageant l o r s  de l a  fermentation 

acétonobutylique semble pouvoir ê t r e  conver t is  en méthanol. Ce procédé 

(procédé CDH de topsee) s ' e f f e c t u e  à 250°C-300°C e t  à basse pression 

un rendement de plus de 90% (basé sur  l e  CO2) e s t  obtenu (MOREIRA, 

1982). Enfin, il r e s t e  à exp lo i t e r  l e  procédé à deux étapes,  c ' e s t  à 

d i r e  avec sépara t ion  de l a  phase d'acidogenèse de c e l l e  de 

solvantogenèse. Ce concept e s t  actuellement développé chez GOMA à 

1'I.N.S.A. de TOULOUSE (communication personnel le) .  



- C H A P I T R E  I I -  

MTERIELS ET HETHODES 



CHAPITRE II : MATERIELS ET HETHODES 

1 - TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES 

1 - 1. TECHNIQUES GENERALES 

a )  Isolement 

Les isolements sont r é a l i s é s  en chambre anaérobie sous atmosphère 

N ~ / c o ~ / H ~  (75/15/10) par étalement su r  boî te  de P é t r i .  Les milieux sont  

dans ce cas addit ionnés de 20 g / l  dl agar.  

b )  Culture en f lacons  pén i c i l l i ne  - - 
L' inoculat ion e t  l e s  prélèvements se  fon t  à t r ave r s  des bouchons 

en butyl ,  grâce à des seringues s t é r i l e s .  L ' é l a s t i c i t é  du bu ty l  permet 

dl e f f ec tue r  de nombreux prélèvements sans r isque d l en t rée  d ' a i r ,  n i  de 

contamination. Les bouchons sont flambés à l ' a l c o o l  avant chaque 

piquage. 



c )  Culture en fermenteur - - 
Ces cu l t u r e s  on t  é t é  r é a l i s é e s  dans un fermenteur de deux l i t r e s  

équipé d 'une  régula t ion de pH par add i t ion  de soude SN. Les 

prélèvements de mil ieu  sont  e f fec tués  s t é r i l ement  à la  seringue à 

t r ave r s  un septum en butyl .  Le volume de milieu e s t  de 1 ,8  1, il e s t  

ensemencé par 50 m l  de pré-culture.  

1 - 2 .  TECHNIQUES DE MUTAGENESE 

a )  Ethyl  Méthane Sulfonate (EMS) -- - 
A 0 , l  m l  de c u l t u r e  p r i s  en phase exponentiel le ,  sont a jou tés  des 

quan t i t é s  c ro i s s an t e s  d'EMS (20 ul, 30 u l ,  40 u l )  e t  1 m l  de tampon. 

Après 20 minutes d ' incubat ion à 37OC, 0 , l  m l  de ces échan t i l lons  

servent  dlinoculum à des milieux CAM contenant des concentrat ions 

c ro i s san tes  de butanol (de O à 25 g / l ) .  La croissance e s t  mesurée par 

tu rb id imét r ie .  

b) Gradient en bo î te  - -- 
6 

Cette technique cons i s t e  à couler  une demie-boîte de P é t r i  i n c l i n é  

avec de l a  gélose contenant 30 g / l  de butanol (Figure No 17) .  La 

deuxième p a r t i e  de l a  bo î te  e s t  coulée avec une gélose sans butanol.  

Ainsi  on é t a b l i t  en t r e  l e s  bords de l a  bo î t e  une concentrat ion en 

butanol a l l a n t  de 0 à 30 g/l. Théoriquement on a au  milieu de l a  bo î t e  

une concentrat ion de 15 g / l  de butanol.  1 m l  d'une cu l t u r e  en phase 

exponentiel le  de croissance e s t  é t a l é  par dissémination sur  l a  bo î te .  

Les souches poussant dans l a  zone d ' i n h i b i t i o n ,  après avoir  6 t é  



GELOSE NUTRITIVE A 3 0  g/l BUTANOL 

GELOSE NUTRITIVE SANS BUTANOL 

Figure 17: Schema du gradient de butanol 



i so l ée s ,  ont  é t é  pu r i f i é e s .  E l les  sont ensu i te  repiquées dans des 

milieux l iqu ides  contenant des  concentrat ions c ro i ssan tes  de butanol. 

La croissance e s t  mesurée par turbidimét i re .  

1 - 3. CONDITIONS DE CULTURE 

1 - 3.1 Température 

La température a é t é  f i xée  à 3S°C pour t ou t e s  l e s  cu l t u r e s  sauf 

l o r s  des c inét iques  de croissance en fonction de l a  température. Les 

températures sont  a l o r s  de : 2d°C, 27OC, 30°C, 34OC, 37OC, 40°C, 45OC. 

1 - 3.2. pH 

a )  Souche solvantogène - 
Le pH i n i t i a l  des  milieux e s t  a j u s t é  à pH 6 , l .  Le Ca CO à 3,6 g / l  3 

é v i t e  une baisse  du pH en dessous de 5,O. Lors de l a  c inét ique de 

croissance en fonct ion du pH, l e  tampon succinate  (55 mM) e s t  u t i l i s é  

pour l e s  e s s a i s  avec un pH i n i t i a l  compris en t r e  4 , s  e t  5 , s  j l e  tampon 

phosphate (68 mM) permet d ' a j u s t e r  l e  pH i n i t i a l  du milieu en t r e  5 e t  

8. 

b)  Souche ce l lu lo ly t ique  - 
Le pH i n i t i a l  de cu l t u r e  e s t  de 6,7. Lors d'une c inét ique de 

croissance en fonct ion du pH, l e  tampon PIPES (50 mM) e s t  u t i l i s é  

conjointement avec un tampon carbonate. Les pH var ient  de 5,6 à 7,4.  



II - MILIEU DE CULTURE 

II - 1.  MILIEU POMMES DE TERRE 

Ce milieu e s t  bien adapté à l ' i solement  de bac té r ies  amylolytiques 

e t  il conduit à une bonne germination des spores. 

Sa composition e s t  l a  suivante : 

- Purée de pommes de t e r r e  : 250 g 

- Glucose 10 g 

- (NH4)2 S04 2 g  

- Eau qsp 1 l i t r e  

II - 2. MILIEU CFM MELASSES 

Ce milieu e s t  t r è s  vo i s in  des milieux u t i l i s é s  industr ie l lement .  

Il e s t  u t i l i s é  pour t e s t e r  l ' a p t i t u d e  des souches i so lées  à l a  

production de solvants .  Il correspond au milieu CFM d é c r i t  par BARBER 

e t  a l .  (1979). 

- Mélasses 134 g 

- Amidon l g  

- Eau qsp 1 l i t r e  



II - 3. MILIEU SEMI-SYNTHETIQUE 

De composition bien dé f i n i e ,  il s e r t  à t e s t e r  l a  fermentation des  

subs t r a t s  carbonés e t  l a  croissance des bac té r ies  en fonct ion des 

condit ions du milieu.  Il s e r a  dénommé C.A.M. ( sans  carbonate de 

calcium) e t  C.A.M.C. (avec carbonate de calcium). 

Sa composition e s t  l a  suivante  : 

- Solut ion macro-minérale 50 il 

- Solu t ion  dl oligo-éléments 10 m l  

- Solut ion de vitamines 5 

- Ext r a i t  de levure  5 g 

- Hydrolysat de caséine 0 ,5  g 

- Asparagine 09.5 g 

- Acide para-amino-benzofque 1 mg 

- Ca CO 
3 3 4  g 

- Résazurine ( i nd i ca t eu r  de p o t e n t i e l  rédox) ld 

Le pH e s t  a j u s t é  à 6,1. 

Les so lu t ions  macro-minérales, dloligo-éléments e t  de vitamines 

sont  c e l l e s  d é c r i t e s  pa r  ZEIKUS e t  a l .  (1972). 

Ce milieu e s t  préparé e t  r é p a r t i  selon l a  technique c lass ique  de 

c u l t u r e  des anaérobies s t r i c t e s  (MILLER e t  WOLIN, 1973). Avant 

inocula t ion,  il e s t  r é d u i t  par  2% (v/v) de so lu t ion  cystéine-sulfure.  

La source de carbone e s t  préparée e t  s t é r i l i s é e  séparément. E l l e  e s t  

a joutée  au milieu jus te  avant l ' é t a p e  de réduction.  Sa concentrat ion 

f i n a l e  e s t  de 60 g / l .  



II - 4. MILIEU K 2  

Ce mi l i eu  e s t  u t i l i s é  pour l a  c u l t u r e  d e  b a c t é r i e s  

c e l l u l o l y t i q u e s .  

- S o l u t i o n  macro-minérales 50 ml 

- Solu t ion  de t r a c e s  minérales 10 ml 

- S o l u t i o n  de v i tamines  10 ml 

- E x t r a i t  de l e v u r e  1 g 

- Résazurine 

- Cystéine H C 1  

On f a i t  b o u i l l i r  pu i s  on r e f r o i d i t  sous N ~ / C O ~  (85/15). 

Le pH e s t  a j u s t é  à 6 , 7  par  l ' a d d i t i o n  de KHCO 
3 ' 

S i  l a  source de carbone e s t  l e  glucose ou l e  ce l lob iose ,  i l s  sont  

r a j o u t é s  séparément sous forme concentrée à t r a v e r s  un f i l t r e  Millex. 

Quant à l a  c e l l u l o s e ,  e l l e  e s t  r a j o u t é e  j u s t e  avant  autoclavage.  

II - 5. "REINFORCED CLOSTRIDIAL MEDIUM" : RCM 

Ce mi l i eu  commercialisé par Oxoïd, conçu pour l e s  b a c t é r i e s  

anaérobies ,  e s t  u t i l i s é  pour l a  propagation e t  l a  conservat ion  des 

souches. 



111 - TEQWrQUES ANALYTIQUES 

III - 1 . DOSAGE DES SUCRES 

Les s u c r e s  t o t a u x  s o n t  dosés p a r  l a  méthode .à l l a n t h r o n e  

s u l f u r i q u e  (DREYWOOD modif ié  par  LOEWS) s u r  une chaîne à f l u  cont inu  

Techni con. 

Les mono- e t  d i s a c c h a r i d e s  s o n t  dosés  a u  r é f r ac tomèt re  a p r è s  

s é p a r a t i o n  p a r  chromatographie l i q u i d e  hau te  p res s ion  (WATERS) su r  une 

colonne Merck Lichrosorb NH2 ( 5  m - 3 x 25 cm). Les s u c r e s  sont  

é l u e s  par  un mélange a c é t o n i t r i l e / e a u  (80/20) à un dlibit  de 1 , 2  ml/min. 

III - 2. DOSAGE DES ACIDES GRAS VOLATILS ET DU BUTANOL 

Les a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s  e t  l e  butanol  s o n t  s épa rés  e t  dosés  p a r  

chromatographie en phase gazeuse. Les c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  son t  l e s  

su ivan tes  : 

- Chromatographe VARIAN 3700 muni d ' u n  d é t e c t e u r  à i o n i s a t i o n  de 

flamme (F . I .D. ) .  

- Colonne en inox  de  2 , s  m x 1/8" remplie  de Chromosorb W.A.W 

100-120 Mesh imprégné à 25% de XPGA (néopenty l  g lyco l  a d i p a t e )  e t  2% 

d ' ac ide  phosphorique. 

- Gaz vec teu r  : a z o t e  s a t u r é  en ac ide  formique ( d é b i t  30 ml/min. ) 

- Température de colonne : l j O ° C  

- Température de  l ' i n j e c t e u r  e t  du d é t e c t e u r  : 170°C 



La détermiriation quan t i t a t i ve  des  ac ides  g ras  v o l a t i l s  e t  du 

butanol e s t  r é a l i s é e  par l a  méthode de l ' é ta lonnage i n t e rne .  L ' é ta lon  

i n t e rne  u t i l i s é  e s t  l ' a c i d e  tri-méthyl-acétique (acide  p iva l ique) .  

III - 3. WSAGE DE L'ACETONE, DE L'ETHANOL ET DE L'ISOPROPANOL 

L'acétone,  l ' é t h a n o l  e t  l l i sop ropano l  sont dosés par 

chromatographie en phase gazeuse. Les condit ions opéra to i res  sont  

analogues à c e l l e s  du dosage des ac ides  g ras  v o l a t i l s  à l ' excep t i on  de 

l a  température de colonne qui  e s t  programmée comme s r r i t  : d' isotherme à 

800C ( 5 min. ) , e l l e  s u i t  une programmation l i n é a i r e  jusqu ' à  1  60°C 

(40~/min ) . 
La détermination quan t i t a t i ve  des a l coo l s  e s t  r é a l i s é e  pa r  l a  

méthode de l ' é t a lonnage  externe.  

III - 4. WSAGE DE L'ACIDE LACTIQUE 

L'acide  l a c t i que  e s t  dosé par chromatographie l i qu ide  haute 

performance (HPLC) en phase inverse .  Les condit ions opéra to i res  sont 

l e s  suivantes  : 

- Colonne r a d i a l  pack C 18 (10 m)  

- Eluant : tampon phosphate 0 ,2  M pH 3, déb i t  1 ,2  &/min. 

- Détection en u l t r a  v i o l e t  à 210 nm. 



111 - 5 .  DOSAGE DES GAZ (HYDROGENE, GAZ CARBONIQUE) 

Les gaz sont  séparés  e t  dosés par chromatographie gaz-solide. Les 

condit ions expérimentales sont  l e s  suivantes : 

- Chromatographe PYE UNICAM G.C.D.  équipé d 'un détecteur  à 

conductivi té thermique 

- Gaz vecteur azo te  : déb i t  45 d/mn 

- Température de colonne : 50°C 

- Température d ' i n j e c t i o n  : 600C 

- Température du dé tec teur  : 100°C 

III - 6. MESURE DU VOLUME DE GAZ DEGAGE 

Le volume de gaz produit  e s t  déterminé grâce à un compteur à 

impulsion (MOLETTA e t  ALBAGNAC, 1982). 

III - 7. MESURE DE LA BIOMASSE BACTERIENNE 

E l l e  e s t  r é a l i s é e  pa r  tu rb id imét r ie  à 580 nm en tube de 16 mm de 

diamètre ( résazur ine  r édu i t e )  e t  à 680 nm l o r s  de c inét ique de 

fermentation ( résazur ine  oxydée) . 

III - 8. ESTIMATION DE LA CELLULOSE 

La ce l l u lo se  r é s idue l l e  e s t  dosée par f i l t r a t i o n  sous vide sur 

Wkatman GF/C. Le gâteau e s t  pesé après r inçage à l ' a c i d e  formique e t  

séchage à l ' é t u v e .  





CHAPITRE III : RESULTATS 

1 - ISOLEMENT ET CARACTEIUSATION DE SOUCHES SOLVANTOGENES SAUVAGES 

L' iso lement  de souches solvantogènes a é t é  r é a l i s é e  à p a r t i r  de 

h u i t  é c h a n t i l l o n s  de s o l s  e t  de végétaux en décomposition après  

e n r i c h i s  sement s o i t  s u r  xylane s o i t  s u r  amidon (Figure  NO 18 ) . 

1 - 1.1. Isolement de b a c t é r i e s  ,uylanolytiques 

Nous avons i s o l é  17 souches xylanoly t iques  mésophiles.  Après 3 

c u l t u r e s  d 'enr ichissement  s u r  mi l ieu  CAY contenant  j g / l  de xylane, l e s  

i so lements  ont  é t é  r é a l i s é s  s u r  mi l ieu  gé losé .  Un double clônage a é t é  

e f f e c t u é  pour s ' a s s u r e r  de l a  pure té  de  ces  souches. Les souches 

xylanoly t iques  ont  é t é  c l a s s é e s  en 3 groupes su ivant  l e u r  morphologie 

e t  l e s  p r o d u i t s  formés : 



:Groupe: Nombre de  souches : P r o d u i t s  f i n a u x  : Morphologie 

: 1 :  11 : a c é t a t e  + é t h a n o l  : b a c i l l e s  g-am-spore+: 

: 2 :  4 : a c é t a t e  + b u t y r a t e  : b a c i l l e s  gramf sporef  : 

2 + : 3 :  : a c é t a t e  : coques gram 

Toutes l e s  souches en  forme de  b a c i l l e  son t  spori i lées  . Deux i s o l a t s  

sont  des  coques gram+ q u i  produisent  uniquement de l ' a c é t a t e .  Aucune 

product ion  de  s o l v a n t s  (acé tone ,  bu tano l )  n ' a  é t é  observée avec  ces  

i s o l a t s .  

1 - 1.2. Isolement  d e  souches spo ru lées  amylolyt iques 

Des mi l ieux  pommes de  t e r r e  on t  é t é  i n o c u l é s  p u i s  soumis à un choc 

thermique (8O0C - 10 mn) de  f açon  à d é t r u i r e  t o u t e s  l e s  formes 

v é g é t a t i v e s .  Les f l a c o n s  où l a  f e rmen ta t ion  s ' e s t  déroulée  l e  plus  

rapidement (observé pa r  l a  c i n é t i q u e  d e  product ion de  gaz)  on t  s e r v i  à 

ensemencer des  mi l ieux  CFM mélasses .  

Un premier t e s t  f e r m e n t a i r e  a  é t é  e f f e c t u é  à ce n iveau .  La présence de  

butanol  a é t é  déce l ée  dans tous  l e s  f l a c o n s .  L ' i so lement  a  é t é  r é a l i s é  

s u r  mi l i eu  g é l o s é  CF'M- mélasses  par  d i sséminat ion  s u r  b o î t e  de P é t r i .  

Pour s ' a s s u r e r  de  l a  pu re t é  d e s  c u l t u r e s ,  l e s  co lon ie s  s o n t  c lonées une 

seconde f o i s .  

A p a r t i r  de  5 é c h a n t i l l o n s  d f o r i g i n e  d i f f é r e n t e ,  41 souches o n t  

é t é  i s o l é e s  dont 19 p roduc t r i ce s  de s o l v a n t s .  Les a u t r e s  souches 

e f f e c t u a i e n t  une f e rmen ta t ion  bu ty r ique  c l a s s i q u e .  Parmi l e s  souches 

so lvantogènes ,  j o f f r a i e n t  des  p o t e n t i a l i t é s  i n t é r e s s a n t e s ,  c ' e s t  à 
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d i r e  p rodu i sa i en t  des  q u a n t i t é s  de  bu tano l  supé r i eu re s  à 12 g / l  

l o r s q u ' e l l e s  é t a i e n t  c u l t i v é e s  en  f l a c o n s  p é n i c i l l i n e  é tanches .  E l l e s  

o n t  é t é  groupées à l ' a i d e  des  c a r a c t è r e s  morphologiques c l a s s i q u e s  

(examen à l ' é t a t  f r a i s ,  c o l o r a t i o n  de  Gram) e t  d e  t e s t s  de f e r m e n t a t i o n  

d e s  suc re s  ( g a l e r i e  API 20A). 

1 - 2.  CARACTERISATION DES ISOLATS 

1 - 2.1. G a l e r i e  API 20A 

Les i s o l a t s  o n t  é t é  comparés à une souche de c o l l e c t i o n  : 

Clos t r id ium ace tobuty l icum N C I B  8052. Les g a l e r i e s  s o n t  un moyen 

commode e t  r a p i d e  pour e f f e c t u e r  un regroupement des  i s o l a t s .  

Cependant, l e u r  u t i l i s a t i o n  pour l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  

so lvantogènes  e s t  a s sez  l i m i t é e  c a r  l e s  r é s u l t a t s  obtenus s o n t  p a r f o i s  

en c o n t r a d i c t i o n  avec  ceux d e s  manuels de  taxonomie (Bergey 's  manual 

p a r  exemple). A ins i ,  nous avons pu n o t e r  avec l a  souche de r é f é r e n c e  

C los t r id ium ace tobuty l icum N C I B  8052 l e s  deux c o n t r a d i c t i o n s  s u i -  

v a n t e s  : 

- c e t t e  espèce,  c l a s s é e  parmi l e s  p r o t é o l y t i q u e s ,  donne un t e s t  

d ' u t i l i s a t i o n  n é g a t i f  s u r  g a l e r i e ,  

- à l ' o p p o s é ,  s e l o n  l e  Bergey ' s ,  e l l e  n ' u t i l i s e  pas  l e  c e l l o b i o s e  

a l o r s  que l e  r é s u l t a t  d e  f e rmen ta t ion  de c e  suc re  s u r  g a l e r i e  e s t  

p o s i t i f .  

On peut  cependant d i s t i n g u e r  3 groupes d ' impor t ance  i n é g a l e  (Tableau 

V I I I ) .  Les b a c t é r i e s  de c e s  groupes sont  des  germes gram+ devenant 

gram- lo r sque  l a  c u l t u r e  e s t  âgée ; l e u r  spo re  e s t  en p o s i t i o n  

subtermina le .  
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Le groupe C e s t  un groupe hétérogène q u i  c o n t i e n t  uniquement des  

souches f a ib l emen t  solvantogènes e t  q u i  fe rmentent  t r è s  peu de 

s u b s t r a t s .  Ces souches n ' o n t  donc pas re t enu  n o t r e  a t t e n t i o n .  

Le groupe A e s t  l e  p l u s  p e t i t  groupe ; il ne compte que t r o i s  

b a c t é r i e s .  Le groupe B en renferme 6. Les b a c t é r i e s  du groupe B s e  

d i s t i n g u e n t  de c e l l e s  du groupe A par  l e u r  a p t i t u d e  à fe rmenter  l e  

méléz i tose ,  l e  r a f f i n o s e  e t  l e  g l y c é r o l .  

Des t e s t s  complémentaires s e r a i e n t  n é c e s s a i r e s  pour a t t r i b u e r  une 

p l ace  taxonomique p r é c i s e  aux souches des  groiipes A e t  B. Tou te fo i s ,  en 

s e  basant  s u r  l a  f e rmen ta t ion  des  s u c r e s ,  il e s t  p o s s s i b l e  d ' i d e n t i f i e r  

l e  groupe A à l ' e s p è c e  Clos t r id ium acetobutyl icum. 

1 - 2.2. Fermentat ion des  g luc ides  en f l a c o n  

A partir d ' e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  d e  fe rmenta t ion  en f l a c o n s  s u r  

mi l i eu  CFM mélasses ,  5 souches on t  é t é  r e t enues  en f o n c t i o n  de  l e u r  

product ion  de  s o l v a n t s ,  ce  s o n t  : dans l e  groupe A : 8bbA, DLB 6 DBA, 

DLB 6 DBC e t  dans l e  groupe B : 8bbB, 6 x BD. 

Pour é t u d i e r  l a  product ion  de s o l v a n t s  à p a r t i r  de  d i f f é r e n t s  s u c r e s ,  

nous avons u t i l i s é  l e  mi l i eu  de  base C M C .  Les performances o n t  é t é  

comparées à c e l l e s  de l a  souche Clos t r id ium acetobutyl icum NCIB 5052. 

Les e s s a i s  son t  r é a l i s é s  en f l a c o n s  bouchés de  100 m l  renfermant  50 ml 

de  mi l i eu  à une concen t r a t ion  f i n a l e  de 60 g de  s u c r e j l .  Les 

product ions  d e  s o l v a n t s  s o n t  mesurées ap rè s  106 heures  d ' i n c u b a t i o n  à 

3S°C. Quelque s o i t  l e  s u b s t r a t ,  l e  pH f i n a l  des  c u l t u r e s  v a r i a i e n t  

e n t r e  4 , s  e t  j , 2 .  



a )  Fermentat ion du g lucose  (Tableau IX) - - 
Le pH f i n a l  des  c u l t u r e s  e s t  d ' env i ron  5-5,2. Le glucose n ' e s t  

u t i l i s é  que t r è s  p a r t i e l l e m e n t  (1/4 à 1/5 de l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e  s e l o n  

l e s  souches) .  Q u a t r e  souches s e  d i s t i n g u e n t  pa r  l e u r  u t i l i s a t i o n  du 

g lucose  e t  l e u r  product ion  é l evée  de  s o l v a n t s  j il s ' a g i t  de  DLB 6 DBA, 

DLB 6 DBC (groupe A) e t  8bbB, 6 x BD (groupe B). Au s e i n  de chaque 

groupe, l e s  b i l a n s  d e  f e rmen ta t ion  du g lucose  sont  prat iquement  

i d e n t i q u e s .  Nous avons donc r e t e n u  pour l a  s u i t e  des  e s s a i s  l e s  deux 

b a c t é r i e s  q u i  p a r a i s s a i e n t  légèrement  p lus  per formantes  : DLB 6 DBC 

(groupe A )  e t  6 x BD (groupe B).  Après 106 heures  de fe rmenta t ion ,  c e s  

deux b a c t é r i e s ,  cont ra i rement  aux a u t r e s  souches t e s t é e s ,  p rodu i sa i en t  

encore du gaz en q u a n t i t é  non nég l igeab le .  

b )  Aut res  g l u c i d e s  fermentés  (F igu re  No 19) - 
Sur xylose  e t  f r u c t o s e ,  c e s  deux souches s e  son t  r é v é l é e s  p lus  

performantes  que l a  souche témoin. Sur  f r u c t o s e ,  on observe 

comparativement à l ' e s s a i  s u r  g lucose ,  une so lvantogenèse  p lus  

impor tan te  ( c ' e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  l a  product ion de bu tano l  q u i  e s t  en 

augmentat ion)  e t ,  s u r  xylose,  l a  product ion t o t a l e  de  s o l v a n t s  e s t  p l u s  

f a i b l e ,  mais c e l a  e s t  dû à une product ion q u a s i  nég l igeab le  d ' acé tone ,  

l a  product ion  d e  bu tano l  s e  maintenant  au tou r  de  6 g/1. Sur c e l l o b i o s e ,  

l a  product ion  de  s o l v a n t s  a  é t é  supé r i eu re  à c e l l e  obtenue s u r  glucose,  

l a  souche 6 x BD ayant  un b i l a n  s u p é r i e u r  de  10% aux deux a u t r e  souches 

q u i  donnent une product ion  de s o l v a n t s  à peu près  i d e n t i q u e  ( 9  à 

9,s  g / l ) .  Sur amidon, l a  product ion  de  s o l v a n t s  é t a i t  supé r i eu re  à 

c e l l e  observée s u r  g lucose .  La souche 6 x BD a v a i t  un b i l a n  semblable à 

l a  souche de r é f é r e n c e .  La product ion  de s o l v a n t s  obtenue avec l a  
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souche DLB 6 DBC é t a i t  presque de 20% süpé r i eu re  aux deux a u t r e s  

souches. Dans tous  l e s  c a s ,  en concen t r a t ion ,  l e s  a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s  

r é s i d u e l s  é t a i e n t  p l u s  f a i b l e s  que s u r  monomères. Sur  i n u l i n e ,  l a  

souche 6 x BD donne l e s  r é s u l t a t s  l e s  p lus  f a i b l e s .  La product ion de 

DLB 6 DBC e s t  pratiquement l a  même que c e l l e  de l a  souche de  r é f é rence  

(10 ,4  - 1 0 , s  g / l ) .  La souche 6 x BD u t i l i s e  mieux l e  monomèrz f r u c t o s e  

que son polymère à l ' i n v e r s e  de XCIB 8052 q u i  a  une product ion  de 

s o l v a n t s  deux f o i s  supé r i eu re  s u r  i n u l i n e .  Cependant, c e s  r é s u l t a t s  

son t  à i n t e r p r é t e r  avec prudence, l t i i ! u l i n e  ayant  é t é  s t é r i l i s é e  par 

au toc lavage .  

1 - 2.3. In f luence  de l a  tempéra ture  s u r  l e  t aux  de 

c ro i s sance  

La température op t ima le  de  c r o i s s a n c e  a  é t é  déterminée s u r  des  

c u l t u r e s  r é a l i s é e s  s u r  mi l i eu  CAM à 2 , s  g / l  g lucose  e t  incubées  12 

heures .  

L'ensemble d e s  souches t e s t é e s  e s t  capable  de  pousser  e n t r e  24OC 

e t  37OC ( F i g u r e s  NO20 a e t  b ) .  Aucune d ' e n t r e  e l l e s  ne pousse à 40°C. 

Les taux  d e  c r o i s s a n c e  l e s  p lus  é l e v é s  ( s i t u é s  au tou r  de 0 ,55  h - l )  s o n t  

obtenus e n t r e  30°C e t  37OC avec un maximum à 34OC. Les souches de 

Clos t r id ium ac  etobutyl icum s o n t  données dans l a  l i t t é r a t u r e  (BUCHAXAN 

e t  a l . ,  1974 j STEEL, 1958) comme ayan t  une température opt imale  de 

c r o i s s a n c e  à 34OC. Nos e s s a i s  conf i rment  i c i  c e t t e  obse rva t ion ,  l a  

souche 6 x BD a  un optimum de c r o i s s a n c e  n = 0,52 h - l )  prat iquement  'P 
i d e n t i q u e  à l a  souche de  c o l l e c t i o n .  Le taLx de c ro i s sance  maximal des  

t r o i s  a u t r e s  souches e s t  un peu p lus  é l evé  ( O ,  j8 h-l) . 



Figure 20a :Cinétique de croissance en fonction du temps 

à d i f f é r e n t e s  températures par l a  souche 6 x 3D 

Pigure  20b 1 Taux de croissanco naximai en fonction 

de La température 



1 - 2.4.  Etude du t aux  de c ro i s sance  e t  de l a  product ion de 

s o l v a n t s  en  f o n c t i o n  du pH 

Nous avons déterminé l e s  t aux  de  c r o i s s a n c e  pendant l a  phase 

e x p o n e n t i e l l e  e t  l a  product ion  de s o l v a n t s  d e s  souches NCIB 8052 e t  

6XBD. Pour c e l a  nous avons u t i l i s é  l e  mi l i eu  C.A.M. à 2 , s  g / l  de  

g lucose  à d i f f é r e n t s  pH. Le temps d ' i n c u b a t i o n  e s t  de 12 heures  e t  l a  

tempéra ture  d e  35OC. Les taux  d e  c ro i s sance  maximaux observés s u r  l e s  2  

souches sont  i d e n t i q u e s  (0 ,52  h-'1. Mais i l s  s o n t  s i t u é s  à des  pH 

d i f f é r e n t s  j e n t r e  pH 6 , 1  e t  6,4 pour l a  souche N C I B  8052 (F igure  

No 21) e t  e n t r e  pH 5,s e t  7 , l  pour l a  souche 6XBD (F igu re  No 22) .  La 

n a t u r e  des  p r o d u i t s  formés v a r i e  en f o n c t i o n  du pH i n i t i a l .  Pour des  pH 

s u p é r i e u r s  à 6 ,4  (6XBD) ou 6  (NCIB 8052) on a  e s s e n t i e l l e m e n t  l a  

format ion  de  b u t y r a t e .  LI a c é t a t e  e s t  p rodu i t  en q u a n t i t é  quasiment 

c o n s t a n t e  ( 0 , 4  g/1 que l  que s o i t  l e  pH). l a  product ion  de butanol  e s t  

maximale e n t r e  pH 5 e t  5 ,9  pour l a  souche 6XBD ( 0 , 9  g / l )  e t  à pH 5,; 

pour l a  souche N C I B  8052 (0,28 g / l ) .  Dans c e s  cond i t i ons  de c u l t u r e ,  

l ' a c é t o n e  e s t  p rodu i t  uniquement par  l a  souche 6XBD e n t r e  pH 5 , 4  e t  

6 ,4 .  La  souche 6XBD p r é s e n t e  un t aux  de c r o i s s a n c e  é l evé  même à pH 5 ,5  

(0,48 h - l )  e t  p rodu i t  d e s  q u a n t i t é s  n o t a b l e s  de  s o l v a n t s  même dans c e s  

c o n d i t i o n s  de c u l t u r e  peu f a v o r a b l e s  ( s u c r e s  l i m i t a n t s  : 2,; g / l ) .  Dans 

l e s  mêmes c o n d i t i o n s ,  l a  souche de  c o l l e c t i o n  possède un taux  de  

c r o i s s a n c e  beaucoup p lus  f a i b l e  e t  e s t  i ncapab le  de fe rmenter  l a  

t o t a l i t é  du s u b s t r a t  . 



Figure 2 1  : P r o a u i t s  formés e t  t a u x  de c r o i s s a n c e  en 

f o n c t i o n  du p H  chez l a  souche NCIS PG52 

c3 i, LILLE 



f i n a l  

Figure 2 2  : Influence du pH initial de cu l tu re  s u r  Le taux 

de croissance  e t  la production c?e so lvan t s  cnez 

la souche 6 x 30 



I - 2.5. Ciné t ique  de  dég rada t ion  du  glucose 

Les performances de  l a  souche 6XBD ont  é t é  comparees à c e l l e s  de 

l a  souche d e  c o l l e c t i o n  ap rès  120 heu res  d ' i n c u b a t i o n  à 35OC avec  une 

concen t r a t ion  i n i t i a l e  en glucose de 60 g / l ,  en fermenteur  de 2 1 s u r  

mi l i eu  CAM r é g u l é  à pH 5 ,2  (Na OH SN) . 
Les deux c i n é t i q u e s  de dég rada t ion  du g lucose  son t  r e p r é s e n t j e s  

s u r  l e s  f i g u r e  No 23 e t  No 24. L ' a l l u r e  des  deux c i n é t i q u e s  e s t  

semblable.  Le t aux  de  c ro i s sance  e s t  maximal au bout de 10 heu res  ; il 

e s t  d e  0,65 h-l pour l a  souche NCIB 8052 e t  d e  0,64 h-l pour l a  souche 

6XBD. La concen t r a t ion  en ac ides  e s t  maximale au  bout de 20 heures ,  

p u i s  on a s s i s t e  à une b a i s s e  du taux  d e  c r o i s s a n c e  cor respondant  à l a  

product ion  d e  s o l v a n t s .  E l l e  e s t  concomitante à une b a i s s e  de  l a  

concen t r a t ion  en  a c i d e s .  La product ion  de  gaz e t  l a  product ion  de  

s o l v a n t s  c e s s e n t  a p r è s  125 heures .  La p ropor t ion  en CO e t  H v a r i e  au 2 2 

c o u r s  de  l a  f e rmen ta t ion  ; de 70% H2 e t  30% CO2 au d é p a r t ,  e l l e  e s t  de  

50% CO2 e t  50% H2 à 12 heures  de f e rmen ta t ion  pu i s  s e  s t a b i l i s e  à 60% 

CO2 e t  40% Hz jusqulà  l ' a r r ê t  de  l a  f e rmen ta t ion .  En f i n  de c u l t u r e ,  l a  

c o n c e n t r a t i o n  en g lucose  r é s i d u e l  e s t  de 14 g / l  (6XBD) e t  22 g / l  (NCIB  

8052).  

Le f a i t  remarquable dans l e s  deux c i n é t i q u e s  e s t  l a  correspondance 

e n t r e  l a  b a i s s e  de l a  concen t r a t ion  en  ac ides  e t  l ~ a c c r o i s s e m e n t  de l a  

product ion  d e  s o l v a n t s .  Ayant a t t e i n t  d e s  concen t r a t ions  s i t u é e s  e n t r e  

0 ,7  g / l  e t  1 g / l ,  l e s  ac ides  ne sont  p l u s  p rodu i t s  e t  on a s s i s t e  à une 

augmentation d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en s o l v a n t s .  Puis ,  l e  r a l e n t i s s e m e n t  

d e  l a  product ion de s o l v a n t s  s'accompagne d ' u n e  r e p r i s e  de l a  

product ion  d ' a c i d e s .  Cec i  s e  p rodu i t  j u squ ' à  l a  f i n  de  l a  f e rmen ta t ion .  

On remarque s u r t o u t  ce  phénomène en su ivan t  l ' é v o l u t i o n  du b u t y r a t e  e t  
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Figure 23 : Cinétique de production d ' a c i d e s  e t  de s o l v a n t s  

pour l a  souche NCIB 8052 (glucose 60 g / l )  
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Figure 24 : Cinétique de production d ' ac ides  e t  de so ivan t s  

de l a  souche 6XBD (glucose 60 g / l )  
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du butanol .  L ' e f f e t  e s t  moins marqué avec l ' a c é t a t e  e t  l ' a c é t o n e .  La 

product ion  de  s o l v a n t s  n ' a  l i e u  que lo r sque  l e  pH a  b a i s s é  j u s q u ' à  5 , l .  

C e t t e  v a l e u r  e s t  en accord avec  c e l l e  donnée dans l a  l i t t é r a t u r e  

(BEESCH, 1952).  Comme on pouvai t  s ' y  a t t e n d r e  l o r s  des  e s s a i s  sur 

l ' i n f l u e n c e  du pH s u r  l e  t a u x  de  c r o i s s a n c e ,  pendant 25 heures  de 

c u l t u r e ,  6XBD donne p lus  d e  biomasse que de NCIB 8052 e t  c e l a  s e  

t r a d u i t  par  une me i l l eu re  product ion  de  s o l v a n t s  e t  une me i l l eu re  

u t i l i s a t i o n  d e s  suc re s .  

Les b i l a n s  de  c e s  f e rmen ta t ions  s o n t  p ré sen té s  dans l e  t a b l e a u  X .  

Le rendement en  s o l v a n t s  de 6XBD e s t  de 30% supé r i eu r  à NCIB 8052. La 

product ion  de  s o l v a n t s  obtenue avec l a  souche 6XBD ( 12 g / l )  e s t  de p l u s  

de 50% supé r i eu re  à c e l l e  observée l o r s  de l ' e s s a i  en  f l a c o n s  

( 8  g / l ) .  Le même phénomène e s t  remarqué avec l a  souche de c o l l e c t i o n  

q u i  double s a  product ion de  s o l v a n t s  en  fe rmenteurs .  C e t t e  d i f f é r e n c e  

peut  s ' e x p l i q u e r  p a r  une me i l l eu re  u t i l i s a t i o n  des  s u c r e s  ( 2  f o i s  

supé r i eu re  à c e l l e  en f l a c o n s )  à pH régu lé  à 5 , l .  11 e s t  également 

p o s s i b l e  q u ' i l  y a i t  un e f f e t  i n h i b i t e u r  dû à de t r o p  f o r t e s  p re s s ions  

p a r t i e l l e s  de  CO2 e t  d 'HZ dans l e  c a s  des  e s s a i s  en f l a c o n s .  

1 - 2.6. Conclusion 

La souche de  r é f é rence  C los t r id ium acetobutyl icum N C I B  80 52 que 

nous avons u t i l i s é e  nous a  é t é  f o u r n i e  gracieusement par  1' 1 .F.P. E l l e  

e s t  réputée  donner de  bonnes product ions  de s o l v a n t s  à p a r t i r  d ' i n u l i n e  

( u t i l i s a t i o n  d e  topinambour).  Cela s ' e s t  v é r i f i é  dans nos t e s t s  en 

f l a c o n s  p é n i c i l l i n e .  En r è g l e  g é n é r a l e ,  c e t t e  souche s e  comporte bien 

s u r  l e s  d i  e t  po lyos ides .  C e t t e  souche u t i l i s e  l e  c e l l o b i o s e  

cont ra i rement  aux données du Bergey ' s .  
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Les d i f f é r e n t s  i so l emen t s  e f f e c t u é s  a p r è s  choc thermique ( 8 0 0 ~ ~  

12 min.) nous on t  permis de  s é l e c t i o n n e r  des  souches ayant  des  

c a p a c i t é s  d ' u t i l i s a t i o n  de s u b s t r a t s  e t  de  product ion  de  s o l v a n t s  

supé r i eu re  à l a  souche de c o l l e c t i o n  c h o i s i e .  

Ces r é s u l t a t s  confirment  ceux d e  CALAY (1980) à s a v o i r  que l a  

recherche de nouve l l e s  souches i s s u e s  de b io topes  n a t u r e l s  peut  

permet t re  l ' o b t e n t i o n  de souches p l u s  performantes .  

Les deux souches s é l e c t i o n n é e s  ( ~ X B D  è t  DLB 6 DBC) p ré sen ten t  une 

solvantogenèse i n t é r e s s a n t e  s u r  un p lus  grand nombre d e  s u b s t r a t  que l a  

souche d e  c o l l e c t i o n .  

La product ion  de  s o l v a n t s  e s t  p l u s  impor tan te  s u r  l e s  mono- e t  

d i saccha r  i d e s  pour l a  souche 6XBD. 

Pour l ' ensemble  de  c e s  souches,  l a  product ion  t o t a l e  de s o l v a n t s  

e s t  l a  p lus  f a i b l e  s u r  xy lose .  Dans c e  ca s ,  il f a u t  remarquer que l a  

product ion  d ' a c é t o n e  e s t  nég l igab le ,  c e  q u i  donne des  r a p p o r t s  

bu tanol /acé tone  s u p é r i e u r s  à 10. 

Sur d e s  pentoses  (xylose ,  a r ab inose )  provenant d ' h y d r o l y s a t s  

d '  hémicel luloseS,  MES-HARTREE e t  a l .  ( 1982) o n t  a u s s i  observé de 

f a i b l e s  product ions  d e  s o l v a n t s .  Cet t e  solvantogenèse moins i n t e n s e  s u r  

pentoses  s emble ra i t  p roveni r  d ' u n e  accumulat ion excess ive  d ' a c i d e s  e t  

de l e u r  r é d u c t i o n  p l u s  f a i b l e  en a l c o o l s  cor respondants .  VOLESKY e t  a l .  

(1983) reprennent  à l e u r  compte c e t t e  hypothèse.  Hais on peut  penser 

que l e s  r é g u l a t i o n s  d e s  v o i e s  métabol iques d e  dég rada t ion  d e s  pentoses  

sont  d i f f é r e n t e s  de c e l l e s  des  hexoses.  



II - ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UNE SOUCHE TOLERANTE AU BUTANOL 

II - 1. OBTENTION DU MUTANT B 6  

Par l a  technique  c l a s s i q u e  d e  mutat ion à l l é t h y l  méthans s u l f o n a t e  

(EXS), nous n 'avons  pas pu o b t e n i r  de mutants modi f iés  dans l e u r  

r é s i s t a n c e ,  c ' e s t  à d i r e  t o l é r a n t  p lus  d e  13 g / l  de butanol .  Par  

c o n t r e ,  par  é ta lement  en s u r f a c e  s u r  une g é l o s e  en c o i n  avec g r a d i e n t  

de bu tano l  (SZYRALSKI e t  a l . ,  1952), nous avons observé s u r  l a  b o î t e  

deux zones ( F i g u r e  N025). Une zone de c ro i s sance  normale e t  une zone où 

l a  c r o i s s a n c e  e s t  i nh ibée ,  l e s  c o l o n i e s  S t a n t  de p l u s  en p l u s  

d i s p e r s é e s  au f u r  e t  à mesure que l ' o n  s e  r app rocha i t  du bord où l a  

concen t r a t ion  en butanol  é t a i t  maximale. La c r o i s s a n c e  des  souches 

poussant  dans l a  zone d ' i n h i b i t i o n  a  é t é  t e s t é e  s u r  d e s  mi l ieux  

contenant  des  concen t r a t ions  c r o i s s a n t e s  en butanol .  La souche 

s é l e c t i o n n é e ,  dénommée B6, p o u s s a i t  à des  concen t r a t ions  en bu tano l  

s u p é r i e u r e s  à l a  c o n c e n t r a t i o n  i n h i b i t r i c e  pour l a  souche sauvage 6YBD 

e t  aux a u t r e s  souches t e s t é e s .  La souche B6, l o r s  de l a  f e rmen ta t ion  du 

g lucose ,  p r é s e n t e  l a  même é v o l u t i o n  morphologique que l a  souche sauvage 

6XBD (microscopie  op t ique )  dont e l l e  e s t  i s s u e .  En f l a c o n  p é n i c i l l i n e ,  

e l l e  conserve sa c a p a c i t é  d e  f e rmen te r  l e s  mêmes s u c r e s  que l a  souche 

sauvage d ' o r i g i n e .  Les product ions  de  bu tano l  sont  sensiblement  

s u p é r i e u r e s  à c e l l e s  de  l a  souche sauvage j s e u l e  l ' i n u l i n e  e s t  

fe rmentee  un peu p lus  len tement .  
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II - 2. INFLUENCE DU BUTANOL SUR LA CROISSANCE 

La r é s i s t a n c e  au bu tano l  de  l a  souche sauvage 6XBD, du mutant B6 

e t  de  l a  souche de  c o l l e c t i o n  NCIB 8052 a  é t é  déterminée s u r  l e s  

c e l l u l e s  v é g é t a t i v e s  ( F i g u r e  N o  26): Quelque s o i t  l a  concen t r a t ion  en 

butanol ,  l e  mutant 86 p ré sen te  une m e i l l e u r e  t o l é r a n c e  au bu tano l  que 

l e s  deux a u t r e s  souches. S i  10 g / l  de butanol  i n h i b e  de 50% l a  

c ro i s sance  ( max/2) de NCIB 8052 e t  6XBD, 11 g / l  s o n t  n é c e s s a i r e s  pour t' 
i n h i b e r  de 50% c e l l e  du mutant 86. A 13 g/1, l a  c ro i s sance  de B6 e s t  

encore  accep tab le  a l o r s  que c e l l e  d e s  a u t r e s  souches e s t  to ta lement  

i nh ibée  (Tableau XI) .  

II - 3. CARACTERISATION CINETIQUE DE LA SOUCHE B6 

Les f e rmen ta t ions  du glucose (60 g / l )  par  l a  souche sauvage 6XBD 

e t  par  l e  mutant B6 on t  é t é  comparées en fe rmenteurs  de 2 l i t r e s  à pH 

r é g u l é  à 5 (F igu res  NO27 a & b ) .  La souche B6 p r é s e n t e  une me i l l eu re  

c r o i s s a n c e  ( 0 , 9  h-' c o n t r e  0,63 h-1 pour 6XBD) pa ra l l è l emen t  à une 

u t i l i s a t i o n  des  s u c r e s  p l u s  r ap ide  e t  une c o n c e c t r a t i o n  f i n a l e  en 

c e l l u l e s  p lus  impor tan te .  Tou te fo i s ,  l e  pourcentase d ' u t i l i s a t i o n  d e s  

suc re s  e s t  prat iquement  i d e n t i q u e .  La souche B6 a produi t  14 g / l  de 

butanol  ( s o i t  92% de l a  product ion f i n a l e )  en 30 heures  de 

f e rmen ta t ion .  Dans l e  même tenips, l a  souche sauvage n ' a  p rodu i t  que 

5 g / l .  La c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  en bu tano l  e s t  de 1 j , 4  g/1 s o i t  54% de 

p l u s  que l a  q u a n t i t é  p rodu i t e  par  l a  souche sauvage (10  g/l). Lors de 

c e s  deux f e rmen ta t ions ,  l a  product ion  d ' a c i d e s  a  é t é  f a i b l e  c a r  l a  

r é g u l a t i o n  du pH à 5 f a v o r i s e ,  comme nous l ' a v i o n s  d é j à  montré, l a  
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product ion  de s o l v a n t s .  Dans c e s  cond i t i ons ,  l e s  rendements de 

conversion ( s o l v a n t s  en gramme pa r  gramme d e  suc re  u t i l i s é )  s o n t  

net tement  p lus  é l e v é s  pour l a  souche mutante B6.  On remarque que pour 

l a  souche B 6  l e  rendement e s t  supé r i eu r  au  rendement théor ique  (0,42 g  

so lvan t s /g  g lucose  pour 0,39 g  so lvan t s /  g  glucose théor iquement ) .  

Ce t t e  d i f f é r e n c e  d o i t  ê t r e  due à l a  q u a n t i t é  a s sez  impor tan te  d ' e x t r a i t  

de l e v u r e  p ré sen t  dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  ( 5  g / l ) .   a able au XII). 

11 - 4.  CONCLUSION 

Le développement de l a  fe rmenta t ion  acé tonobuty l ique  e s t  l i m i t é  

pa r  l a  f a i b l e  concen t r a t ion  en p rodu i t s  notamment l e  bu tanol  q u i  ne 

dépasse  généralement pas 13 g / l .  

Dans l e  but d ' a m é l i o r e r  l e s  performances de c e t t e  fe rmenta t ion ,  

nous avons s é l e c t i o n n é  un mutant B6, en u t i l i s a n t  une technique 

r e l a t i vemen t  s imple.  Ce mutant,  b i e n  que p r é s e n t a n t  une t o l é r a n c e  au 

bu tano l  à peine p l u s  é l evée  que c e l l e  de l a  souche sauvage 

( a m é l i o r a t i o n  de  1 g / l )  p r é s e n t e  des  taux  d e  c r o i s s a n c e  e t  d e s  

product ions  de s o l v a n t s  en  fe rmenteur  net tement  supé r i eu r s ,  sans  

mod i f i ca t ion  de  l ' é v e n t a i l  d e s  s u c r e s  fe rmentés .  W-LOMG LIN e t  a l .  

(1983) on t  i s o l é  un mutant de  Clos t r id ium ace tobuty l icum ATCC 824 p lus  

r é s i s t a n t  puisque son taux  d e  c ro i s sance  maximal e s t  diminué de  moi t i6  

pour une concen t r a t ion  en butanol  i n i t i a l  d e  15 g/l t a n d i s  que l a  

souche mère ne pousse p lus  à c e t t e  concen t r a t ion .  Cependant l a  

product ion  de butanol  n ' e s t  guère améliorée ( +  1 g / ' l ) .  



D'une façon géné ra l e ,  tous  l e s  t ravaux p o r t a n t  s u r  l a  r é s i s t a n c e  

aux s o l v a n t s  concernent  des  b a c t é r i e s  en c ro i s sance  donc sous l e u r  

forme v é g é t a t i v e .  On peut a l o r s  d o u t e r  de  l ' e x t r a p o l a t i o n  de c e s  

r é s u l t a t s  p u i s q u ' i l  s emble ra i t  que ce  s o i e n t  l e s  formes c l o s t r i d i a l e s  

qu i  s o n t  responsables  de  l a  product ion  de s o l v a n t s  (JONES e t  a l . ,  

1982). 

Sur  une souche de C los t r id ium acetobutyl icum P262, l e s  formes 

c l o s t r i d i a l e s  r é s i s t e n t  env i ron  8 heures  à 17 g / l  d e  butanol .  Mais au 

bout de 18 heures ,  e l l e s  son t  complètement l y s é e s .  Par  c o n t r e ,  un 

mutant de membrane de P262, l y t - 1 ,  p ré sen te  une c r o i s s a n c e  d e s  formes 

v é g é t a t i v e s  améliorée (cont ra i rement  à l a  souche mère, l e  mutant 

p ré sen te  une c ro i s sance  dans un mi l i eu  contenant  12 g/l de  b u t a n o l ) .  

Ces formes c l o s t r i d i a l e s  son t  extrêmement s t a b l e s  e t  r é s i s t e n t  à 27 g,/l 

de bu tano l  pendant p lus  d e  24 heu res .  Ces obse rva t ions  l a i s s e n t  

e n t r e v o i r  une r e l a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  l a  r é s i s t a n c e  aux s o l v a n t s  e t  l e s  

p r o p r i é t é s  de  l a  membrane. C e t t e  hypothkse e s t  appuyée par  MOREIRA e t  

a l .  (1981) q u i  obse rva i en t  une mod i f i ca t ion  des a c t i v i t é s  de c e r t a i n s  

enzymes membranaires en présence de  bu tano l .  

Le butanol  par  son c a r a c t è r e  hydrophobe, p e r t u r b e r a i t  l a  mise en 

p l ace  d e s  phospholipides e n t r a n t  dans l a  composition de l a  membrane. 

I l  semble donc q u ' i l  f a i l l e  s ' o r i e n t e r ,  comme c e l a  a  é t é  suggéré 

par  M.  SEBALD (1982) ,  v e r s  l a  s é l e c t i o n  de souches r é s i s t a n t e s  à 

l ' a c t i o n  d ' a g e n t s  ayant  pour s i t e  l a  membrane, pour o b t e n i r  des  mutants 

p lus  r é s i s t a n t s  au  butanol .  



III - INFLUENCE DES CONDITIONS INITIALES DE CULTURE SUR LES PROWCTIONS 
DE SOLVANTS 

La f e rmen ta t ion  acé tonobuty l ique  e s t  une f e rmen ta t ion  complexe où 

de  nombreux f a c t e u r s  peuvent i n t e r v e n i r .  Dans un premier e s s a i ,  nous 

avons é t u d i é  e n  f l a c o n s  p é n i c i l l i n e  l ' i n f l u e n c e  de 4 paramètres  

(inoculum, s u c r e ,  a c é t a t e ,  b u t y r a t e )  s u r  l e s  b i l a n s  de f e rmen ta t ion  de 

l a  souche sauvage 6XBD, à l ' a i d e  d ' une  méthode permet tan t  de dégager 

gross iè rement  l ' i n f l u e n c e  des  paramètres  c h o i s i s .  Les r é s u l t a t s  obtenus 

ont  e n s u i t e  é t é  v é r i f i é s  en fermenteur  d e  2 1. Puis ,  nous avons é t u d i é  

l ' i n f l u e n c e  de  L ' a j o u t  d ' a c i d e s  s u r  l a  c ro i s sance  e t  l a  product ion de 

butanol  par  l a  souche B6 au r ega rd  de l ' e x p r é r i e n c e  acqu i se  s u r  l a  

souche sauvage. Enfin,  en vue de l a  f e rmen ta t ion  d ' h y d r o l y s a t s  de 

polymères n a t u r e l s ,  il nous a  paru  impor tan t  d 'examiner  l e s  b i l a n s  de  

f e rmen ta t ion  de mélange des  pr inc ipaux suc re s  c o n s t i t u a n t s ,  c ' e s t  à 

d i r e  g lucose ,  xy lose ,  f r u c t o s e .  Le saccharose  a  é t é  également i n c l u s  

dans c e t t e  é tude  c a r  il n é c e s s i t e  l ' i n t e r v e n t i o n  d ' u n e  i n v e r t a s e .  

III - 1.  INFLUENCE DES ACIDES SUR LA PRODUCTION DE SOLVANTS PAR 

III - 1.1. Etude en tubes  

Une méthode s t a t i s t i q u e  basée s u r  l a  technique du c a r r é  gréco- 

l a t i n  a  é t é  u t i l i s é  (AUDEN e t  a l . ,  1967) .  E l l e  permet de dé te rminer  

l ' i n f l u e r i c e  de  4 v a r i a b l e s  s u r  l a  product ion de s o l v a n t s .  Dans n o t r e  



cas ,  nous avons é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  d e  l ' a c é t a t e ,  du b u t y r a t e ,  du 

g lucose  e t  du volume d'inoculum. Les e s s a i s  s o n t  r é a l i s é s  en tubes  de 

16 mm noh é tanches  s u r  mi l i eu  C.A.M.C. g lucose .  Les tubes s o n t  incubés 

à 3S°C en h o t t e  anaérobie  (atmosphère N2 (75%)/Co2 ( 1 5 % ) / ~ ~  (10%).  Les 

d i f f é r e n t e s  concen t r a t ions  u t i l i s é e s  son t  : 

- a c é t a t e  ( p / l )  O - 0,6  - 1 , s  - 3 - 6 

- b u t y r a t e  (g/l) O - 1,32 - 2,64 - 4 ,4  - 8,8 
- suc re  ( g / l )  36 - 54 - 72 

- inoculum ( %  v/v) 5 - 10 - 20 

L'ensemble d e s  mi l ieux  de  c u l t u r e  r é a l i s é s  e t  d e s  b i l a n s  de  

fermentat i ,on e s t  donné dans l e  t a b l e a u  ci-dessous : 

: L 2 i ! k % :  
1 : 2 : 3 : 4 5  f 6  7  8  i 9  i l 0  : i l  i l 2  ' 1 3  I l 4  ' 1 5  ' 1 6  ' 1 7  : centrat ion ,  : . 

1 :  O :  O :  O : 0 , 6 : 0 , 6 : 0 , 6 : 1 , 5 : 1 , 5 : 1 , 5 :  O :  O :  3 :  3 :  3 :  6 :  6 :  6 ;  
' Acétate .- 

f 0 , 4 6 ;  0 ,79 :  0.671 0 ,41 :  0 ,16 j  0 ,68:  0 , 7 4 :  0 , 9 4 :  0 , 8  : 1 ,04 :  2 , 8  : 1,07:  1 , 9  : 3,7  j 2 ,13:  3.82: 6 ,54 :  

O : 1 ,32 :  2.64: O : 1 ,32 :  2 ,64 :  O : 1 ,32 :  2 ,64 :  4 ,4  : 8 , 8  : O : 4 , 4  : 8 , 8  : O : 4 ,4  : 8 , 8  ; 
: Butyrate 

f :0 ,085~0,078~0,082~0,085~ 0.85; 0 , 0 2 :  0 , 6 6 :  0 , 1 7 :  0 , 3 3 :  0 ,951 1 , 6  0 ,83 :  0 , 8 8 ;  2 , 8  : 1 ,23 :  2 , 5  : 3 ,9  : 

' Sucres 
i : 3 6  : 5 4  : 7 2  : 5 4  : 7 2  : 3 6  : 7 2  : 3 6  : 5 4  : 5 4  : 7 2  : 5 4  : 7 2  1 3 6  : 7 2  i 2 6  i 5 4  .- f i  O i l 8  ' 4 5  i l 8  ' 4 8  ' 1 2  ' 4 8  ' 2 0  ' 2 0  i 2 8  : 5 8  ' 4 2  : 4 1  : 1 2  ; 5 2  : 2 0  : 3 5 :  

: 5 : l o  : 2 0  : 2 0 :  5 : 2 0  : 5 : z O  : 2 0 :  5  : I o  : 1 0  : 2 0 :  5 :  
' Inoculum . 

Butanol .- : 7 , 7  : 8.1 : 8 , 1  : 8,O2: 8 .42:  R : 4 ,81 :  7 , 9  : 7 , 7 2 :  8 , 5  : 7,8  : 4.36: 8 .27:  9 , l  : 3 , 1 7 :  7 , l  : 9 , 3  : 
produit  

Acécone .- : 2,03:  2  : 3 ,15 :  3,11:  2 , 5  : 3 ,8  : 3,8  : 3 , l  : 5 , 3  ; 2.8  : 1,38:  1 ,97 :  3  : 2.48: 2 ,16 :  2 , 5 6 1  2 ,36:  : produit 

9 , 7 3 -  1 0 , 1 ~ 1 1 , 2 5 ~ 1 1 , 1 3 ~ 1 0 , 9 2 ~  1 1 , ~ :  8 ,611 1 1 , 0 ~ 1 3 , 0 2 i 1 1 , 3  i 9 ,181 6 ,33 ;11 ,27 :11 ,58 i  5 ,331 9 ,66111,66:  
totaux . -  

Pour é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  d ' u n  paramètre s u r  l a  product ion  de  

s o l v a n t s ,  on f a i t  l a  moyenne des  d i f f é r e n t s  r é s u l t a t s  obtenus pour une 

v a l e u r  dé t e rmi rée  d e  ce  paramètre .  



Exemple : Pour é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  du volume d l i n o c d u m ,  on f a i t  

successivement l e s  moyennes des  tubes 1, 5 ,  9, 13 e t  17 (5% 

d ' inoculum) ,  d e s  tubes  2, 6 ,  7, 10, 14 e t  15 (10% d ' inoculum),  d e s  

t ubes  3, 4, 8,  i l ,  12 e t  16 (20% d'inoculurn).  

- i n f l u e n c e  du volume d ' inoculum - 

: .Inoculum : Butanol : Acétone : Solvants  to taux : Sucres consommés : 

: g / l  911 : g / l  

Un inoculum correspondant  à 5% du volume à ensemencer e s t  op t ima l  pour 

l a  product ion  de bu tano l ,  d ' acé tone  e t  de  s o l v a n t s .  La concen t r a t ion  en  

bu tano l  e s t  accrue  de 15% p a r  r a p p o r t  aux e s s a i s  avec 10 e t  20% 

d ' inoculum. 

- In f luence  de  l a  concen t r a t ion  en s u c r e s  -- - 

: Sucres : Butanol : Acétone : Solvants  to taux : Sucres consommés : 

: ( g / l )  : g / l  : g/l  911 

3  6  : 7 , 7  : 2 , 8  1 0 , 4 3  2 1 , 2  

5  4 : 7 , 7  : 2 , 9  1 0 , 4 6  2 6  , 5  

7  2  : 6 , 6  : 2 , 6 5  : 9 1 3  2 8  ,O 



Avec d e s  concen t r a t ions  en s u c r e s  de  36 g/l e t  54 g / l ,  l e s  r é s u l t a t s  

obtenus sont  t r è s  v o i s i n s .  Pour l e s  t e s t s  en tubes ,  une concen t r a t ion  

i n i t i a l e  en s u c r e s  de 36 g / l  e s t  donc "opt imale".  C ' e s t  donc c e t t e  

v a l e u r  q u i  e s t  à r e t e n i r  pour l a  product ion de  s o l v a n t s .  

- In f luence  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en a c é t a t e  -- - 

: Acétate : Butanol : Acétone : Solvants  to taux : Sucres consommés : 

: g / l  : g / l  9/1 

L ' a c é t a t e  a  a s s e z  peu d ' i n f l u e n c e  s u r  l e s  q u a n t i t é s  d e  p r o d u i t s  formés. 

Sa c o n c e n t r a t i o n  opt imale e s t  de 0 ,6  g/l p u i s q u ' e l l e  permet une 

m e i l l e u r e  product ion  de bu tano l  e t  de  s o l v a n t s  e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  

d ' a c é t o n e .  Par  c o n t r e  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  suc re s  e s t  me i l l eu re  l o r s q u t i l  

n ' y  a  pas  d ' a c é t a t e  dans l e  m i l i e u .  

- ~ n f l u e n c e  -- de l a  c o n c e n t r a t i o n  en b u t y r a t e  - 

: Butyrate : Butanol : Acétone : 'Solvants  to taux : Sucres consommés : 

: g / l  : g / l  : g / l  9/1 



La c o n c e n t r a t i o n  en b u t y r a t e  joue s u r t o u t  s u r  l a  product ion  de bu tano i .  

En e f f e t ,  p lu s  on a j o u t e  de b u t y r a t e ,  p l u s  l a  q u a n t i t j  de  butanol  

p r o d u i t e  e s t  impor tan te .  Par c o n t r e ,  l a  product ion  t o t a l e  de s o l v a n t s  

e t  l ' u t i l i s a t i o n  des  s u c r e s  s o n t  op t imales  pour une concen t r a t ion  

i n i t i a l e  de b u t y r a t e  de  2,64 g / l .  De façon  géné ra l e ,  l e s  a c i d e s  a j o u t é s  

i n i t i a l e m e n t  dans l e  mi l i eu  son t  consommés pendant l a  f e rmen ta t ion .  

L ' a c é t a t e  a j o u t é  i n d u i t  une l é g è r e  product ion  de b u t y r a t e ,  pa r  c o n t r e  

il a un e f f e t  d é p r e s s i f  t r è s  marqué s u r  l a  product ion de  s o l v a n t s  e t  

donc, l a  dég rada t ion  du g lucose .  Le b u t y r a t e  a j o u t é  e s t  r é d u i t  en 

bu tano l  e t  des  concen t r a t ions  i n f é r i e u r e s  à 4 , 4  g / l  n ' o n t  pratiquement 

pas d ' i n f l u e n c e  s u r  l a  dég rada t ion  d e s  s u c r e s .  En f o n c t i o n  d e s  

r é s u l t a t s  précédents ,  il e s t  théoriquement p o s s i b l e  de d é f i n i r  des  

cond i t i ons  opt imales  pour l a  product ion  d ' u n  so lvan t  p a r t i c u l i e r .  Ces 

c o n d i t i o n s  sont  l e s  s u i v a n t e s  : 

- pour l a  product ion  maximale de  bu tano l  : 

Acétate  O g/l 

b u t y r a t e  8,8 g / l  

- pour l a  product ion  maximale d ' acé tone  : 

Acétate  1,s 011 

Butyra te  2,64 g/l 



- pour l a  product ion  opt imale  d e  s o l v a n t s  sans a d d i t i o n  impor tan te  

de b u t y r a t e  dans l e  mi l i eu  : 

Acéta te  0 ,6  g / l  

Butyra te  2,64 g / l  

Dans tous  l e s  c a s ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  en s u c r e s  e s t  de 36 g/l e t  l e  

volume d ' inoculum r e p r é s e n t e  5% du volume m i s  en f e rmen ta t ion .  

III - 1.2 .  Etude en fermenteurs  

La méthode s t a t i s t i q u e  employée a  permis d e  dégager t r è s  

rapidement l e s  c o n d i t i o n s  de  c u l t u r e  permet tan t  de maximiser l a  

product ion  d ' u n  m é t a b o l i t e  p a r t i c u l i e r .  Nous avons t e s t é  en  fe rmenteurs  

de 2  l i t r e s  l e s  c o n d i t i o n s  opt imales  pour l a  product ion de butanol  e t  

de s o l v a n t s  t o t aux  e t  é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  de  l ' a d d i t i o n  d ' a c é t a t e  s u r  l a  

so lvantogenèse .  Les r é s u l t a t s  sont  comparés à ceux de l a  c i n é t i q u e  d é j à  

r é a l i s é e  en fe rmenteurs  avec une c o n c e n t r a t i o n  i n i t i a l e  en g lucose  d e  

60 g / l  ( c f .  paragraphe 1 2-5).  L ' a d d i t i o n  de  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de  

b u t y r a t e  s'accompagne d ' une  product ion  plus  impor tan te  de butanol ,  s a n s  

modi f ie r  sens ib lement  l a  product ion d ' acé tone ,  n i  l a  concen t r a t ion  

f i n a l e  en b u t y r a t e  (Tableau X I I $ .  Par c o n t r e ,  l ' a p p o r t  de b u t y r a t e  

r é d u i t  for tement  l a  dég rada t ion  du suc re  e t  augmente l ' e x c r é t i o n  

d ' a c é t a t e .  En présence  de 100 mM de b u t y r a t e ,  c ' e s t  à d i r e  dans l e s  

c o n d i t i o n s  opt imales  données par  l a  méthode s t a t i s t i q u e ,  l a  r éduc t ion  

de b u t y r a t e  e s t  maximale ( 7 , 3  g / l )  e t  l ' o n  p rodu i t  une impor tan te  

q u a n t i t é  de  bu tano l  e t  de s o l v a n t s  t o t aux  en ne consommant que 24 g/l 

de s u c r e s .  E tan t  donné l e  rendement de product ion  de butanol  à p a r t i r  

du glucose ( env i ron  20%) il e s t  év iden t  que dans c e t  e s s a i ,  p rès  de 2/3  

de c e t  a l c o o l  proviennent  de l a  r é d u c t i o n  du b u t y r a t e  a j o u t 6  dans l e  



. .  No fermenteur 

: S U C R E S  TOTAUX 6 0  : 3 6  : 3 6  : 3 6  : 

: BUTYRATE I N I T I A L  O : 2 / 6 4  : 8,8 : 8 , 8  : 

EUTANOL 9 : 9,4 : 2 :  10 

SOLVANTS TOTAUX : 1 1 , 9  : 1 2 , s  : 1 4 , 7  : 1 4 , 3  : 

A ACETATE : + 1 , 3  : + 3 , 2  : + 3 , 3  : + 0 , 9  : 

A BUTYRATE : + 0 , 8  : - 1 , 6 4  : - 7 , 3  : - 6 / 7  : 

Tableau XIIIT; ~ n f l u e n c e  de l'addition d'acides sur la - - 

conversion des sucres e n  butanol et solvants. 



mi l i eu  (Tableau X I I I ) .  L ' a d d i t i o n  d e  6  g / l  d ' a c é t a t e  s e  t r a d u i t  par  une 

moins bonne degrada t ion  des  suc re s  ( 2 0  g / l )  e t  une l é g è r e  augmentation 

du b u t y r a t e  r é s i d u e l .  Pour l ' ensemble  de c e s  e s s a i s ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e  en a c é t a t e  e s t  é l evée  ( e n t r e  3  e t  7 g/l) cependant,  l a  q u a n t i t é  

d ' a c é t a t e  p r o d u i t e  l o r s  de  l a  f e rmen ta t ion  e s t  f a i b l e  l o r sque  c e t  a c i d e  

e s t  a j o u t é  en f o r t e  concen t r a t ion  dans l e  mi l i eu  ( 0 , 9  g/l c o n t r e  3 , 3  

e t  4 g/1 l o r s q u e  l a  concen t r a t ion  i n i t i a l e  en  a c é t a t e  e s t  i n f é r i e u r e  à 

3  g / U .  

III - 2. INFLUENCE DES ACIDES SUR LE TAUX DE CROISSANCE DE LA 

SOUCHE B6 

Nous avons déterminé l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  des  a c i d e s  acé t ique ,  

bu ty r ique  e t  l a c t i q u e  s u r  l a  c ro i s sance  de l a  souche B6 en tube  s e r t i  

contenant  2 , s  g / l  de  g lucose  à pH 6 ,2 .  Ces t r o i s  a c i d e s  s o n t  des  

mé tabo l i t e s  c l a s s i q u e s  des  b a c t é r i e s  mésophiles hydro ly t iques .  

III - 2.1. Acides s e u l s  (F igu re  N o  28) 

Dans l e s  c o n d i t i o n s  expér imenta les  u t i l i s é e s  (pH 6 , -  - glucose à 

2 , 5  g / l ) ,  l a  c ro i s sance  de l a  souche B6 a  l i e u  en une s e u l e  phase. Le 

taux  de  c r o i s s a n c e  maximal observé e s t  de 0,62 h l .  De l ' a c é t a t e  e t  du  

b u t y r a t e  s o n t  p rodu i t s  a i n s i  quf  un peu de bu tano l  ( 0 , 3  g /1 ) .  Les 

r é s u l t a t s  obtenus s o n t  analogues à ceux oDeservés à pH 6,25 l o r s  d e s  

e s s a i s  de pH optimum de l a  souche OXBD. Quelque s o i t  l ' a c i d e ,  son 

a d d i t i o n  s e  t r a d u i t  par  une b a i s s e  du umax. Une r éduc t ion  de n o i t i é  du  



Figure  28 : In f luence  de l a  concen t r a t ion  en  a c i d e s  s u r  l e  

t a u x  de c r o i s s a n c e  e t  l a  product ion  de butânol  



t aux  d e  c r o i s s a n c e  en phase e x p o n e n t i e l l e  e s t  observée en présence  de 

110 mM de  b u t y r a t e ,  135 mM d ' a c é t a t e  e t  242 mM de l a c t a t e  (Tableau 

X I I 1  ) . 
Le l a c t a t e  ne modif ie  guère l e s  p r o f i l s  e t  l e s  b i l a n s  d e  

f e rmen ta t ion .  L ' a c i d e  acé t ique  ne  modif ie  n i  l a  product ion  de butanol ,  

ni c e l l e  de b u t y r a t e ,  pa r  c o n t r e  l ' a c é t a t e  produi t  augmente 

notablement .  A 200 mM d ' a j o u t  d ' a c i d e  butyr ique ,  l a  souche B6 présente  

t o u j o u r s  un taux  de  c r o i s s a n c e  i n t é r e s s a n t  de  0 ,25  h-l .  Comme nous 

l ' a v i o n s  d é j à  observé  chez l a  souche 6XBD, des  concen t r a t ions  

c r o i s s a n t e s  de  b u t y r a t e  augmentent l a  product ion  de bu tano l .  

III - 2 . 2 .  Mélanges d ' a c i d e s  (F igure  No 29) 

L ' a j o u t  i n i t i a l  s imultané de deux a c i d e s ,  a c é t i q u e  e t  bu ty r ique ,  

a c é t i q u e  e t  l a c t i q u e ,  l a c t i q u e  e t  bu ty r ique ,  en p ropor t ion  équimola i re ,  

se  t r a d u i t  par  un e f f e t  i n h i b i t e u r  a d d i t i f  (Tableau XIV). En e f f e t ,  

l ' a c i d e  a c é t i q u e  e t  l ' a c i d e  bu ty r ique  s e u l s  i n d u i s e n t  une i n h i b i t i o n  de  

l a  c r o i s s a n c e  de 50% (pmax/2) pour une concen t r a t ion  i n t i a l e  de 135 mM 

e t  110 rnM respec t ivement .  La même i n h i b i t i o n  e s t  observée avec l e  

mélange de 6 7 , s  mM d ' a c é t a t e  e t  de 67 , s  mM de b u t y r a t e ,  s o i t  135 miY 

d ' a c i d e s  t o t a u x .  Le même phénomène e s t  observé chez l e s  mélanges 

b u t y r a t e - l a c t a t e  e t  a c é t a t e - l a c t a t e  avec une pondérat ion due au l a c t a t e  

q u i  e s t  l ' a c i d e  l e  moins i n h i b i t e u r .  

Dans l e  c a s  du mélange a c é t a t e - l a c t a t e ,  l e  métabolisme e s t  du t ype  

butyr ique  e t  l e  l a c t a t e  e s t  consornié t o t a l emen t .  Cans l e  cas  du mélange 

l a c t a t e - b u t y r a t e ,  l a  product ion n e t t e  d ' a c é t a t e  e s t  f a i b l e  sans  doute à 



Figure  29 : In f luence  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en a c i d e s  s u r  l e  

t a u x  de c ro i s sance  e t  l a  ~ r o d u c t i o n  de Sutanol  



Concentration 
Acides 

~i = 
.-----------_----------*------------------------. 

Acétate 

Butyrate 110 m~ 

Lactate 

: (Acétate) + 
: (Butyrate) 

135 m~ (67,5+67,51 ' 
: \ 

: (Acétate) + 
: (Lactate)  

2 0 0  mM 
mélange 
équimolaire 

.-----------------------.------------------------. 

: (Butyrate) t 
152 mM 

: (Lactate) 

Tableau XIV : Concentrations en acides pour lesquel les  l e  taux 
de croissance dininue c?e moi t i i .  



cause de  son u t i l i s a t i o n  en  présence  de l a c t a t e .  Ceci  e s t  soul igné  p a r  

l a  consommation de  l a c t a t e  e t  l a  product ion de b u t y r a t e  e t  bu tano l  

impor t an te  à 60 e t  120 mM d ' a c i d e s .  

I l  f a u t  remarquer que dans tous  l e s  ca s ,  l e  bu tano l  n ' e s t  p rodu i t  

en q u a n t i t é  s i g n i f i c a t i v e  qu ' en  présence de  b u t y r a t e .  

Par  a i l l e u r s :  un phénomène analogue à une c r o i s s a n c e  diauxique a  

é t é  observé ,  s u r t o u t  en présence de  b u t y r a t e .  Ne d i sposan t  pas de 

données c i n é t i q u e s  a u t r e s  que l a  t u r b i d i m é t r i e ,  il e s t  d i f f i c i l e  

d ' é m e t t r e  une hypothèse.  Cependant, ce  phénomène a  é t é  observé pour de 

bonnes product ions  de  bu tano l .  I l  peut  donc s ' a g i r  d ' u n  changement de  

métabolisme de  t y p e  bu ty r ique  ve r s  l e  t y p e  bu ty l ique .  

III - 3.  CONCLUSION ( F i g u r e  No 30) 

Récemment GOTTSCHAL e t  MORRIS (1981) ont  montré en c u l t u r e  

d i scon t inue ,  que l a  product ion  de s o l v a n t s  par  Clos t r id ium 

ace tobuty l icum ATCC 824, pouvai t  ê t r e  i n d u i t e  précocement pa r  l l a d d i t o n  

d ' a c é t a t e  e t  de b u t y r a t e  ( 1 0  à 12 mM chacun).  D ' a u t r e s  t ravaux (BAHL e t  

a l . ,  1982) montrent en c u l t u r e  cont inue ,  un changement de f e r m e n t a t i o n  

(ac idogène  ve r s  so lvantogène)  quand du b u t y r a t e  (60  miLi) e s t  a j o u t é  au 

mi l i eu  (pH 5 ) .  

Nos p rop res  r é s u l t a t s  montrent que l ' a d d i t i o n  d e  0 , 6  g/1 d ' a c é t a t e  

a u r a i t  un e f f e t  n é g a t i f  s u r  l a  product ion de s o l v a n t s  t a n d i s  que 

1' a d d i t i o n  de concen t r a t ions  c r o i s s a n t e s  de  b u t y r a t e  ( jusqu 'à  3,s  g,'l) 

augmente l a  product ion  de  bu tano l .  Une moindre dSgradat ion des  suc re s  

e s t  observée dans c e s  ca s - l à ,  e t  donc une p a r t i e  de  c e s  a c i d e s  e s t  

u t i l i s é e  pour l e u r  convers ion  en s o l v a n t s .  La r é - inco rpora t ion  de ces  



5 0  100 Lm Acides a j c u t S s  

Figure 30 : I n f l u e n c e  des  c o n c e n t r a t i o n s  e n  a c é t a c e  ec  butyrace  

sur  l a  - roduc t lon  de s o l v a n t s  2t 1 ' n t i l i s a t i . c n  des  

s u c r e s  . 



a c i d e s  en cour s  de  f e rmen ta t ion  a  d ' a i l l e u r s  é t é  montré à l ' a i d e  

dl a c i d e s  marqués au  14c (WOOD, 1945),  r é s u l t a t s  q u i  on t  é t é  confirmés 

pa r  l a  s u i t e  (HAGGSTRoM e t  MOLIN, 1980).  I l  semble donc que l e  pH ne 

s o i t  pas  uniquement responsable  de  l a  solvantogenèse e t  que d ' a s s e z  

h a u t e s  concen t r a t ions  en ac ides  s o i e n t  n é c e s s a i r e s .  Le mécanisme de 

c e t t e  s t i m u l a t i o n  n ' e s t  pas  connu. D'après  XINOS (1983),  il s ' a g i t  en 

f a i t  d ' une  v a l e u r  s e u i l  en ac ide  non i o n i s é  (comprise e n t r e  0 ,6  g / l  e t  

1 , 9  g / l )  e t  donc dépendante à l a  f o i s  du pH e t  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  en 

ac ide  t o t a l e .  

On peut  d ' a i l l e u r s  suggé re r  que c e s  a c i d e s  j o u e r a i e n t  un r ô l e  

d ' i n d u c t i o n  au niveau de c e r t a i n s  enzymes t e l s  que l e s  a l c o o l s  

déshydrogénases . 
Mais l e s  expér iences  complémentaires que nous avons e f f e c t u é  

prouvent qu 'un  e f f e t  i n h i b i t e u r  a p p a r a i t  dès  l ' a j o u t  d ' a c i d e s .  La 

souche B6 p r é s e n t e  t o u j o u r s  un taux  d e  c r o i s s a n c e  accep tab le  j u squ là  

100 mi. A 200 mM d ' a j o u t ,  une l é g è r e  c ro i s sance  e s t  observée j o r ,  

c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  e s t  donnée par  WANG (1981) comme i n h i b a n t  

t o t a l emen t  l a  c r o i s s a n c e  de Clos t r id ium acetobutyl icum. 

La product ion  maximale d e  bu tano l  a  é t é  o t s e r v é e  pa r  une a d d i t i o n  

de 200 mM d ' a c i d e s  s o i t  a c é t i q u e ,  s o i t  bu tyr ique  ou l e s  deux ensemble. 

Ces a c i d e s ,  d i rec tement  impliqués dans  l e s  vo ie s  métabol iques,  ayant  

a t t e i n t  une c e r t a i n e  va l eu r ,  déc l enche ra i en t  l a  f e rmen ta t ion  

solvantogène.  On peut  supposer  que t e l  un mécanisme de  r é t r o -  

i n h i b i t i o n ,  i l s  i n h i b e r a i e n t  l e u r  propre  synthèse  e t  en même temps 

a c t i v e r a i e n t  l e s  enzymes r e sponsab le s  de l a  product ion  de s o l v a n t s .  



De nos r é s u l t a t s ,  il a p p a r a î t  que l e s  a c i d e s  a c é t i q u e  e t  bu ty r ique  

o n t  un e f f e t  i n h i b i t e u r  a d d i t i f .  Quelque s o i t  l e  mécanisme d ' i n h i b i t i o n  

impliqué,  l e s  deux a c i d e s  ayant  d e s  pka a s sez  proches, il semble que c e  

s o i t  p lus  l a  concen t r a t ion  t o t a l e  en ac ide  que l a  na tu re  d e  l ' a c i d e  q u i  

s o i t  responsable  de  l ' i n h i b i t i o n  de  l a  c ro i s sance .  

Quelque s o i t  s a  concen t r a t ion  en présence de l a c t a t e ,  l ' a c é t a t e  ne 

déclenche pas l a  solvantogenése p u i s q u t i l  e s t  u t i l i s é  pour l a  synthèse  

d e  b u t y r a t e  comme c e l a  s e  passe chez Clos t r id ium butyricum (KUTZNER, 

1963) e t  C los t r id ium tyrobutyricum (The Prokaryotes ,  1982). 

Ces p r o p r i é t é s  permet t e n t  d ' envisager  l o r s  du couplage hydrolyse 

d e  l a  cel lulose-solvantogenèse,  l a  r é - u t i l i s a t i o n  des  a c i d e s  p rodu i t s  

au  cours  de  l a  f e rmen ta t ion  de l a  c e l l u l o s e  sans  a v o i r  un e f f e t  

i n h i b i t  eu r  marqué . 



IV - I N n U E N C E  DE IA COMPOSITION DU SUBSTRAT SUR LES PRODUCTIONS DE 

SOLVANTS PAR LA SOUCHE B6 

Dans l e  couplage hydrolyse-solvantogenèse, l a  composition en 

s u c r e s  du mi l i eu  peut  v a r i e r  avec l a  n a t u r e  des  polymères hydro lysés .  

O r ,  nous avons d é j à  vu que s u r  xy lose ,  l a  souche 6XBD e t  l a  souche B6 

p rodu i sa i en t  peu d ' a c é t o n e  e t  que l a  product ion de so lvan t s  t o t aux  

é t a i t  p lus  f a i b l e  que s u r  hexose. Nous avons donc e x m i n é  l e  

comportement de l a  souche B6, p r é - c ~ l t i v é e  s u r  g lucose ,  en fe rmenteur  

de 2 l i t r e s  s u r  d i f f é r e n t s  suc re s  pouvant ê t r e  u t i l i s é s  comme s u b s t r a t s  

pour l a  product ion d  ' acétone-butanol  . Ces s u c r e s  (g lucose ,  xy los  e, 

f r u c t o s e  e t  saccharose)  s o n t  t e s t é s  s o i t  s e u l ,  s o i t  en mélange. 

I V  - 1. SUCRES SEULS 

Quelque que s o i t  l e  s u c r e  f o u r n i ,  l e s  c i n é t i q u e s  de  f e rmen ta t ion  

son t  c l a s s i q u e s  ( F i g u r e s  No 31, 32, 33, 34) .  Dans tous  l e s  c a s ,  l a  

v i t e s s e  de dég rada t ion  maximale du s u b s t r a t  co ïnc ide  à pH j avec l a  

v i t e s s e  de  product ion  maximale de bu tano l .  La synthèse  de s o l v a n t s  

démarre avant  que l a  concen t r a t ion  maximale en  a c i d e s  ne s o i t  a t t e i n t e  

e t  ce s se  en même temps que l a  consommation des  s u c r e s .  
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On peut  c o n s t a t e r  une h i é r a r c h i e  t r è s  n e t t e  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  

suc re s  é t u d i é s  (Tableau X V )  que ce  s o i t  au niveau des  paramètres  

c i n é t i q u e s  ( t a u x  d e  c ro i s sance ,  v i t e s s e  de  dég rada t ion )  ou au  niveau 

des  b i l a n s  ( s u c r e s  consommés, m é t a b o l i t e s  p rodu i t s )  : glucose ,  

f r u c t o s e ,  xy lose ,  saccharose .  

Une s e u l e  except ion  e s t  cependant  à n o t e r  : l e  t aux  de  c r o i s s a n c e  

l e  p lus  f a i b l e  e s t  obtenu s u r  xy lose .  

I V  - 2 .  MELANGE DE SUCRES 

Le g lucose  é t a n t  l e  suc re  l e  p lus  f ac i l emen t  u t i l i s é ,  il e s t  

p ré sen t  dans t o u s  l e s  mélanges. Les c i n é t i q u e s  ont  l a  même a l l u r e  avec 

l e s  mélanges d e  s u c r e s  que c e l l e s  d é c r i t e s  précédemment ( F i g u r e s  No 35, 

36, 3 7 ) .  La dég rada t ion  des deux suc re s  du mélange e s t  s imul tanée  e t  l a  

v i t e s s e  maximale de  consommation du g lucose  e s t  inchangée p a r  r appor t  à 

c e l l e  observée l o r s  de l a  c ro i s sance  s u r  glucose s e u l .  

Par c o n t r e ,  l a  v i t e s s e  de  consommation du s u c r e  CO-subs t r a t  e s t  

t o u j o u r s  i n f é r i e u r e  à c e l l e  observée l o r s  des  e s s a i s  précédents .  Le 

me i l l eu r  t a u x  d e  convers ion  d e s  s u c r e s  en butanol  e s t  obtenu avec l e  

mélange glucose + f r u c t o s e  b i e n  que l a  consommation des  suc re s  e t  l a  

product ion  de  s o l v a n t s  a i e n t  é t é  l e s  p lus  f a i b l e s .  L ' ad jonc t ion  de 

xylose  ou de  saccharose  au g lucose  augmente l e s  ?aux de convers ion  en 

acé tone .  



Sucres Vi t e s se  de 
Sucres Consommés dégradat ion Solvants  : 

911 du suc re  dl 

: Glucose s e u l  

: Fructose  s e u l  39,7 - 1175 

: Xylose s e u l  32,5 - 1,60 8,26 

: Saccharose s e u l  24 - 1,35 6 , s  

: Glucose + 25 
: Fructose 14 39 

: Glucose + 3618 5 7  
: Xylose 20,2 

: Glucose 36,7 - 2,36 + 4 9 12,8 
: Saccharose 12,3 - 1,08 

Tableau X V  : Vi tesses  maximales de dégradation de s u b s t r a t s .  

Production maximale de so lvan t s  observée e t  suc res  

consommés. 
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I V  - 3. CONCLUSION 

Lorsque l a  souche B6, pré-cul t ivée  s u r  glucose e s t  placée su r  un 

suc re  d i f f é r e n t ,  l e  f a i t  q u ' i l  n ' y  a i t  pas de temps d ' adap ta t ion  permet 

de penser que l e s  enzymes responsables de l ' a s s i m i l a t i o n  e t  de l a  

dégradation du s u b s t r a t  sont c o n s t i t u t i f s .  De p lus ,  aucun phénomène de 

d iauxie  t e l  que l e  d é c r i t  MONOD (1942) n ' a  é t é  observé n i  à f o r t e s  

concentra t ions ,  n i  à f a i b l e s  concentra t ions  ( 0 , s  à 2 g / l )  en s u b s t r a t .  

S i  ce  phénomène a v a i t  eu l i e u ,  l e  sucre  l e  moins f a v o r i s é  n ' a u r a i t  pas  

é t é  consommé en même temps que l ' a u t r e  sucre  CO-subst ra t .  

La fermentat ion de mélanges de sucres  comprenant l e  glucose 

démontre nettement que l e  glucose e s t  l e  s u b s t r a t  p r é f é r e n t i e l  de 

Clostr idium acetobutylicum B6.  Avec une c u l t u r e  de Clostr idium 

acetobutylicum ATCC 4259 s u r  mélasses, FAN (1982) a  a u s s i  observé une 

u t i l i s a t i o n  simultanée du glucose e t  du f r u c t o s e .  Bien q u ' i l  n 'y  a i t  

pas de c ro i s sance  d i a m i q u e ,  nos r é s u l t a t s  indiquent  clairement un 

e f f e t  i n h i b i t e u r  du glucose s u r  l a  v i t e s s e  de t r a n s p o r t  ou de 

dégradation du sucre  CO-subst ra t .  

P lus ieu r s  hypothèses peuvent ê t r e  émises à l ' é g a r d  de c e t  e f f e t  

i n h i b i t e u r  du glucose.  On peut suggérer par exemple que quelque s o i t  l e  

système de t r a n s p o r t  a c t i f  u t i l i s é  par  l a  b a c t é r i e  ( t r a n s l o c a t i o n  de 

groupe ou g rad ien t s  de protons) ,  l ' a f f i n i t é  du système s e r a i t  plus 

important  pour l e  glucose.  



V - CO-CULTURES ENTRE UNE BACTEXIE SOLVANTOGENE ET UNE BACTERIE 

V - 1. ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UNE SOUCHE MESOPHILE 

CELLULOLYTIQUE 

Pour t e n t e r  l e  couplage hydrolyse d e  l a  cel lulose-solvantogenèse 

par  une popu la t ion  mixte gnotoxénique, nous devions d i s p o s e r  d ' une  

souche mesophile ayant  d e s  c a p a c i t é s  hydro ly t iques  é l e v é e s .  

V - 1.1. Isolement  

Des en r i ch i s semen t s  mésophiles s u r  c e l l u l o s e  p a p i e r  Whatman N o l  

( 5  g / l )  o n t  é t é  r é a l i s é s  à p a r t i r  de d i g e s t e u r s  anaérobies  méthanisant  

des  l e n t i l l e s  d ' e a u .  Après deux t r a n s f e r t s  s u c c e s s i f s  (j%, v/v) à une 

semaine d ' i n t e r v a l l e ,  l a  c u l t u r e  mixte e n r i c h i e  d é g r a d a i t  to ta lement  l a  

c e l l u l o s e  en moins d ' une  semaine. Après d isséminat ion  e t  i ncuba t ion  

pendant une semaine en chambre anaérobie  s u r  mi l ieu  g é l o s é  à j g/l de 

c e l l u l o s e  Whatman f inement  broyée, l e s  c o l o n i e s  i s o l é e s  on t  i t é  

c l a s s é e s  e t  s é l e c t i o n n é e s  en f o n c t i o n  de l e u r s  a c t i v i t é s  hydro ly t iques  

( s u i v i  d e s  c i n é t i q u e s  de  dég rada t ion  de j g/1 de c e l l u l o s e  pa r  dosage 

en  chromatographie en phase gazeuse des  m é t a b o l i t e s ) .  La souche YC4 

r e t enue  donne une c o l o n i e  à bord l i s s e ,  mate, de couleur  crème, 

en tourée  d ' u n  h a l o t  c l a i r  t r è s  f i n .  



V - 1 . 2 .  C a r a c t é r i s t i q u e s  morphologiques e t  c u l t u r a l e s  de l a  

souche ?lCd 

La pu re t é  d e  l a  souche, dénommée MC4, e s t  c o n t r ô l é e  avan t  ckaque 

u t i l i s a t i o n  par  d i sséminat ion  s u r  mi l i eu  g é l o s é  à 5 g/l de c e l l o b i o s e .  

La souche MC4 e s t  anaérobie  s t r i c t e ,  spo ru lée ,  gram(-). Les c e l l u l e s  

sont  des  b a c i l l e s  légèrement i ncu rvés ,  i s o l é s  ou pa r  p a i r e ,  mesurant 

0,15-0,3 um x 2-5 um. Ces c e l l u l e s ,  d u r a n t  l a  phase exponen t i e l l e ,  s o n t  

t r è s  mobi les .  Les spores  sont  ova le s ,  t e rmina le s  e t  t r è s  déformantes .  

E l l e s  s o n t  r é s i t a n t e s  à un choc thermique (%OC - 30 mn). La souche MC4 

fermente peu de  s u b s t r a t s  (Tableau XVIa). Hormis l a  c e l l u l o s e ,  e l l e  

u t i l i s e  l e  c e l l o b i o s e  e t  l e  g lucose .  l e  xylane,  l e  xy lose  e t  

l ' a r a b i n o s e ,  c o n s t i t u a n t s  e s s e n t i e l s  des  hémice l lu loses  son t  u t i l i s é s .  

L ' é thano l ,  l e  l a c t a t e ,  l ' a c é t a t e ,  l e  CO2 e t  l f H 2  son t  l e s  s e u l s  

p rodu i t s  d e  f e rmen ta t ion  quelque s o i t  l e  s u b s t r a t  o s id ique .  Le taux  de 

c r o i s s a n c e  maximum s u r  c e l l o b i o s e  (F igu re  No 38 a )  e s t  obtenu pour un 

pH de 6,2-6,4.  L'optimum de  température (F igu re  N o  38 b ) ,  t a n t  au p o i n t  

de vue l a t e n c e  que taux  de  c r o i s s a n c e  maximum s e  s i t u e  à 34-3S°C. On 

observe l o r s  de l a  f e rmen ta t ion  s u r  g lucose  ou c e l l o b i o s e  par  l a  souche 

MC4, une augmentation impor tan te  mais tempora i re  de l a  v i s c o s i t é  du 

mi l i eu  de  c u l t u r e  q u i  e s t  due à un polymère comme c e l a  a  é t é  observé 

chez A c e t i v i b r i o  c e l l u l o l y t i c u s  (PATEL e t  BREUIL, 1981).  Ce polymère, 

observable  au microscope à c o n t r a s t e  de phase, i n c l u t  l e s  b a c i l l e s  dans 

une "ge l ée" .  



Tableau XVI a : SUBSTATS FERMENTES PAR LA SOUCHE MC4 

g l u c i d e s  fermentés 

Glucose 
Cel lobiose  
Xylose 

glucicles non fermentés 

hlannitol 
Lactose 
Saccharose 
Maltose 
Amidon 

Arabinose 
Mannose 
Xy lgne 

Esculine 
Melezltose 
Raffinose 
S o r b i t o l  
Galactose 

Autres e s s a i s  donnant des r é s u l t a t s  n e g a t i f s  

Indol  
G l  ycerol  
Gela t ine  

Ce l lu lose  : 

Rhamnose 
Trehalose : 

Fructose 
Melibiose : 

Tableau XVI ij : BILANS DE FERMENTATION PAR LA SOUCHE MC4 

Subs t ra t  : Glucose : Cei lobiose  : Cel lu lose  : 
.---------------------------.--------------.--------------.---------------. 

: S u b s t r a t  consommé g / l  8 7 5 
: Acétate g / l  4,2 3,2 2 ,2  
: Lac ta te  g / l  0 , 7 1,8 0,34 
: Ethanol g / l  0,74 0,45 : O ,  10 
: Sucres to t aux  s o l u b l e s  : - - 0,4 

: Acétate ( 1 )  : 1,577 1,464 : 1,19 
: Lac ta te  11) : 0,176 O, 488 : 0,124 : 
: Ethanol (1 )  : 0,347 0,229 : 0,113 : 

: CO2 c a l c u l é  (1 )  : 1,924 1,693 : 1,3 
: S u c r e s t o t a u x s o l u b l e s  : - - O ,0e 
.---------------------------.--------------.--------------.---------------. 

. . . . 
: % Carbone re t rouvé : 105 % 1 1 0 %  : 79,2% : 

(1)  Molê/Mole @quiva len t  anhydroglucose consom6 

., ./' 



Figure  36a : in f luence  du pH sur l e  taux de c r o i s s a n c e  de l a  souche MC4 

Figure 39b : Inf luence de l a  tem2érature  s u r  l e  taux àe c r o l s s m c e  
de l a  souche ?4C1. 



V - 1.3. C a r a c t é r i s a t i o n  c i n é t i q u e  

Les c i n é t i q u e s  de  dégrada t ion  du g lucose ,  c e l l o b i o s e  e t  c e l l u l o s e  

(F igu res  No 39 & 40)  ont  é t é  r é a l i s é e s  en  fermenteur  d e  deux l i t r e s  s u r  

un mi l i eu  contenant  10 g / l  de  s u b s t r a t .  Le pH a é t é  r égu lé  à 6 , 6  par  de 

l a  soude SN. 

3' Cinét ique  s u r  g lucose  e t  c e l l o b i o s e  

Sur  g lucose ,  e t  à un moindre degré s u r  c e l l o b i o s e ,  on observe 

ap rès  un cour t  temps de  l a t e n c e  ( 3  heu res ) ,  une c r o i s s a n c e  d iauxique  

q u i  peut  ê t r e  l i é e  à l a  consommation de  l ' e x t r a i t  de l e v u r e  du mi l ieu  

ou à c e l l e  du s u b s t r a t  r é s i d u e l  appor té  par  l ' i nocu lum.  Sur c e s  deux 

- 1 
suc re s ,  l a  c r o i s s a n c e  e s t  r a p i d e  e t  l e  umax e s t  de 0 ,2  h , s o i t  un 

temps de doublement de 3,s heu res .  L ' a c é t a t e  e s t  l e  produi t  majeur de 

l a  fe rmenta t ion .  Sur  c e l l o b i o s e ,  comparativement aux c u l t u r e s  s u r  

g lucose ,  l a  dégénérescence c e l l u l a i r e  i n t e r v i e n t  t r è s  rapidement e t  l a  

product ion  de m é t a b o l i t e  c e s s e  ; p a r  c o n t r e ,  l a  product ion  d ' a c é t a t e  

e s t  r a p i d e .  

++ Cinét ique  s u r  c e l l u l o s e  

Sur  ce  s u b s t r a t ,  l e  temps de l a t e n c e  observé e s t  important  

(envi ron  30 heu res ) ,  l ' a r r ê t  d e  l a  f e rmen ta t ion  i n t e r v i e n t  a p r è s  

70 heures  a l o r s  que l a  c e l l u l o s e  n ' e s t  pas to ta lement  dégradée.  La 

concen t r a t ion  en s u c r e s  r éduc teu r s  du ran t  t o u t e  l a  f e rmen ta t ion  e s t  

i n f é r i e u r e  à l a  v a l e u r  f i n a l e  de 0 ,4  g/l. 

++ B i l a n s  

Les b i l a n s  d e  f e rmen ta t ion  (Tableau XVIb) son t  analogues s u r  

g lucose  e t  c e l l o b i o s e  avec cependant une product ion de l a c t a t e  plus  

&levée  s u r  c e l l o b i o s e .  Le s u r c r o î t  de carbone ( j  à 10%) r e t r o u v é  dans 

l e s  p r o d u i t s  de f e rmen ta t ion  du glucose e t  du c e l l o b i o s e  peut  ê t r e  
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Figure  40: Cinétique de Cégraùation de l a  c e l l u l o s e  
par l a  souche MC4 



a t t r i b u é  à l ' e x t r a i t  de  l e v u r e  contenu i n i t i a l e m e n t  dans l e  mi l i eu .  Sur  

c e l i u l o s e ,  l e  b i l a n  carbone p ré sen te  un d é f i c i t  de  l ' o r d r e  de 22% q u i  

ne peut  ê t r e  expl iqué  p a r  l a  biomasse formée. 

V - 1.4. Conclusion 

La souche MC4 i s o l é e  s e  d i f f é r e n c i e  des  a u t r e s  C l o s t r i d i a  

mésophiles c e l l u l o l y t i q u e s  d é c r i t  dans l a  l i t t é r a t u r e  (Clos t r id ium 

cel lobioparum -HUNGATE, 1 9 6 6 ,  Clos t r id ium papyrosolvens -NADDEN e t  

al., 1982-1 à l a  f o i s  s u r  l e s  p l ans  d e s  s u b s t r a t s  f e rmen tesc ib l e s  e t  

des  pH optima de c ro i s sance .  

Clos t r id ium cel lobioparum, cont ra i rement  à l a  souche MC4, fe rmente  

l e  f r u c t o s e ,  l e  maltose e t  l ' amidon.  La souche >JC4 ne fe rmente  n i  l e  

g a l a c t o s e ,  n i  l e  mannitol  mais fermente l e  xylane e t  l e  mannose 

cont ra i rement  à Clos t r id ium papyrosolvens.  

Notre souche r e s s e m b l e r a i t  p l u t ô t  à une souche i s o l é e  t r è s  

récemment (LESCHINE e t  a l . ,  s e p t .  1983) t a n t  au n iveau  d e s  s u b s t r a t s  

fe rmentés  que de l a  morphologie.  Tou te fo i s  cont ra i rement  à no t r e  

souche, e l l e  ne s y n t h è t i s e  pas  d e  polymère e x t r a c e l l u l a i r e  en cours  d e  

f e rmen ta t ion .  

L ' a p p a r i t i o n  de polymère a d é j à  é t é  remarqué chez d ' a u t r e s  souches 

comme P u l l u l a - a p u l _ - - - n _ S  (CATLEY, 1971) e t  A c e t i v i b r i o  c e l l u l o l y t i c u s  

(PATEL e t  BREUIL, 1971).  Chez c e  d e r n i e r ,  l e  polymère e s t  de  na tu re  

polysacchar id ique  ; il a u r a i t  comme f o n c t i o n  l e  s tockage  d ' é n e r g i e  

p u i s q u ' i l  s 'accumule quand l e  s u b s t r a t  énergé t ique  e s t  en excès e t  e s t  

u t i l i s é  quand il e s t  i n s u f f i s a n t .  Ce polymère e s t  l i b é r é  l o r s  de l a  

l y s e  des  b a c t é r i e s .  



Pour l a  souche MC4, l a  composi t ion a i n s i  que l e s  cond i t i ons  de 

l ' a p p a r i t i o n  du polymère r e s t e n t  à déterminer .  

V - 2 .  ASSOCIATION ENTRE LA SOUCHE MC4 ET LA SOUCHE B6 

au  r ega rd  d e s  r é s u l t a t s  obtenus précédemment, il nous a  paru 

p o s s i b l e  d ' e f f e c t u e r  l e  couplage cellulolyse-solvantogenèse. 

V - 2.1 .  E s s a i  de couplage sans  a d d i t i o n  de  b u t y r a t e  ( ~ i g u r e  

No 41) 

l e s  e s s a i s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  en fermenteur  d e  deux l i t r e s  avec 

r é g u l a t i o n  de  pH. Le couplage a  é t é  r é a l i s é  avec une i n o c u l a t i o n  

déca l ée  d e  l a  souche B6. Dans un premier temps, l a  souche MC3 e f f e c t u e  

l ' h y d r o l y s e  e t  l a  f e rmen ta t ion  de l a  c e l l u l o s e  à un pH de 6 ,6 .  En 250 

heures ,  43% de l a  c e l l u l o s e  o n t  é t é  dégradé.  A l a  f i n  de  c e t t e  première 

f e rmen ta t ion ,  il y  a  a p p a r i t i o n  d ' une  f a i b l e  q u a n t i t é  de s u c r e s  

r éduc teu r s  (0,4 g / l )  ce  q u i  démontre que l e s  c e l l u l a s e s  de  l a  souche 

MC4 sont  i nh ibées  par  l e  g lucose  ou l e  c e l l o b i o s e  l i b é r é .  Ensu i t e ,  l e  

m i l i e u  e s t  i nocu lé  avec l a  souche de Clostr idiurn acetobutyl icum B 6 .  Le 

pH e s t  b a i s s é  a r t i f i c i e l l e m e n t  à 5,8 pa r  l ' a d d i t i o n  dtHC1 9. La 

c e l l u l o l y s e  reprend grâce  à l a  l evée  d e  l ' i n h i b i t i o n  c réée  p a r  l e s  

s u c r e s  r éduc teu r s  e t  co r r é l a t ivemen t  on remarque l a  product ion  de 

b u t y r a t e  e t  l ' u t i l i s a t i o n  de l a c t a t e  produi t  par  l a  souche MC4. Cet t e  

seconde phase du re  une c e n t a i n e  d ' h e u r e s  ; 8 g,/l supp l imen ta i r e s  de 

c e l l u l o s e  son t  dégradés e t  6 , 3  g/l de b u t y r a t e  son t  p rodu i t s  avec 

l ' a p p a r i t i o n  d e  p e t i t e s  q u a n t i t é s  d e  butanol  ( 0 , 6  g / l )  (Tableau YVII). 



Le couplage cel lulolyse-solvantogenèse e s t  donc poss ib l e  mais nous 

n 'ob tenons  que l a  phase butyr ique .  

Cet e s s a i  montre que Clos t r id ium acetobutyl icum e s t  capable  

d ' u t i l i s e r  l e s  p r o d u i t s  r 6 s u l t a n t  de l ' h y d r o l y s e  de  l a  c e l l u l o s e  par  l a  

souche MC4 ( s u c r e s ,  l a c t a t e ) .  Cependant, l e  f l u x  de glucose ou de 

c e l l o b i o s e  provenant  de l ' h y d r o l y s e  d e  l a  c e l l u l o s e  semble i n s u f f i s a n t  

pour a s s u r e r  e t  l a  phase bu ty r ique  e t  l a  phase bu ty l ique  ( r é d u c t i o n  du 

b u t y r a t e  en bu tano l  par  l e  NkDH). En conséquence, l a  q u a n t i t é  d e  

b u t y r a t e  p rodu i t  é t a n t  n o t a b l e ,  on p o u r r a i t  penser  que l e  f l u x  de NADH 

dû au ca tabol i sme d e s  s u c r e s  pouvai t  ê t r e  s u f f i s a n t  pour l a  product ion  

de  bu tano l  à c o n d i t i o n  de f o u r n i r  à Clos t r id ium acetobutyl icum du 

b u t y r a t e .  

V - 2.2. E s s a i  de couplage avec a d d i t i o n  de 6 g/l de 

b u t y r a t e  (F igu re  no  42 ) .  

Le couplage a  é t é  r é a l i s é  de l a  même façon que précédemment mais 

6 g / l  d e  b u t y r a t e  ont  é t é  a j o u t é s  simultanément à l ' i n o c u l a t i o n  du 

mi l i eu  pa r  l a  souche B6.  On observe en même temps qu 'une r e p r i s e  de l a  

c e l l u l o l y s e ,  une u t i l i s a t i o n  du b u t y r a t e  a d d i t  ionné ( 2  g / l )  avec  

product ion  de  bu tano l  ( 3 , 4  g / l ) .  Après j O  heures  de CO-cul ture ,  l a  

product ion  de bu tano l  c e s s e  e t  co r r é l a t ivemen t  on observe l a  synthèse  

de  b u t y r a t e .  On a s s i s t e  à l a  r e p r i s e  de  l a  product ion de  bu tano l  quand 

l e  b u t y r a t e  a t t e i n t  7 b/l. Près  de  6 g /1  de  butanol  s o n t  p r o d u i t s ,  l a  

souche 86 imposant son métabolisme f e r m e n t a i r e ,  e t  8 g / l  de c e l l u l o s e  

supp l jmen ta i r e  s o n t  dégradées.  411 bout d e  305 heu res ,  l a  f e rmen ta t ion  

e t  l ' h y d r o l y s e  de  l a  ce l l .u lose  sont  te rminées ,  peu t - ê t r e  inhibées par 

l a  c o n c e n t r a t i o n  en butanol  du mi l ieu  (Tableau X V I I ) .  







Essai  sans  a j o u t  de bu ty ra te  

: Cellulose  dégradée : Acétate : Ethanol : Lacta te  : Butyrate : Butanol : 

911 : g / l  : g / l  : g / l :  g / l  : g / l  : .----------------------.----------.-----------.--..-------.----------.----------. 

: Inocula t ion souche B6 : 

8 : 4,5 : 1 O : 6 , 3  0 , 6 :  

Essai  avec a j o u t  de bu ty ra te  

: Cellulose  dégradée : Acétate : Ethanol : Lacta te  : Butyrate : Butanol : 

911 : g / l  : g / l  : q/ l  : y / l  : g/ l  : .----------------------.--.--------.-----------.----------.----------.----------. 

: Inocula t ion souche 06 : 

+ 6  g / l  Butyrate : 

8 : 3 , 7  : 1 : O : 4,3 : 5,6 : 

T a b l e a u m I I  : Bilans  de l a  fermentation de l a  c e l l u l o s e  pa r  

l ' a s s o c i a t i o n  c . t ~ h ~ L I m  c e l l u l o l y t i q u e  MC4 - 
C~~d&'~&u!n ~ c ~ ~ b u A f { { ~ ~ L u ? ?  B6 avec ou sans 

a j o u t  de bu ty ra te .  

i l  LLE O 



V - 2.3 Conclusion 

Jusqu ' à  p r é s e n t ,  s e u l  E. PETIT DEIWVGE e t  a l .  (1983) a v a i e n t  

r é u s s i  une f e rmen ta t ion  bu ty r ique  (p roduc t ion  de 11 g / l  de b u t y r a t e )  à 

p a r t i r  de c e l l u l o s e  par  une a s s o c i a t i o n  Clos t r id ium c e l l u l o l y t i q u e -  

Clostr idiurn acetobutyl icum. Ces r é s u l t a t s ,  comme l e s  n ô t r e s  (p roduc t ion  

de 6 , 3  g / l  de  b u t y r a t e )  montrent l a  d i f f i c u l t é  d  ' o b t e n i r  l a  phase 

bu ty l ique .  Cela  p r o v i e n d r a i t  d ' u n  f l u x  d e  s u c r e s  i n s u f f i s a n t  pour 

a s s u r e r  l a  r éduc t ion  du b u t y r a t e  p rodu i t .  A ins i  avons-nous obtenu pour 

l a  première f o i s  l a  conversion d i r e c t e  de c e l l u l o s e  en butanol  grâce  à 

l ' a j o u t  de  b u t y r a t e .  La q u a n t i t é  d ' a c i d e  butyr ique  a j o u t é  e t  l e  pH de 

c u l t u r e  on t  permis d ' a t t e i n d r e  l a  v a l e u r  s e u i l  en a c i d e  non i o n i s é  

i nd iqué  par  MONOT (1983) i n d u i s a n t  l a  solvantogenèse (comprise e n t r e  

0,6 e t  1 , s  d l ) .  

Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l e  catabol isme d e s  s u c r e s  r é s u l t a n t  de l a  

c e l l u l o l y s e  f o u r n i t  a l o r s  l ' é n e r g i e  n é c e s s a i r e  à l a  c ro i s sance  e t  l e s  

NADH p r o d u i t s  au  cour s  de  l a  g lycolyse  s o n t  en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour 

pe rme t t r e  l a  r éduc t ion  de  b u t y r a t e  en butanol .  

La souche MC4 p r é s e n t e  une bonne a c t i v i t é  c e l l u l o s i q u e  mais c e s  

c e l l u l a s e s  sont  i n h i b é e s  par  l e s  s u c r e s  r éduc teu r s .  Dès l ' a j o u t  de 

Clos t r id ium acetobutyl icum, l a  c e l l u l o l y s e  r ep rend .  il f a u d r a i t  donc 

d i s p o s e r  d ' u n e  souche non inh ibée  par  l e s  suc re s  pour  e spé re r  amél iorer  

l e s  performances de  l a  CO-cu l tu re .  

Par a i l l e u r s ,  on observe un a r r ê t  r a p i d e  de l a  product ion de 

bu tano l .  I l  peut ê t r e  causé s o i t  par  l ' augmen ta t ion  de  l a  f o r c e  ion ique  

due à l a  r é g u l a t i o n  de pH ( a d d i t i o n  de XaOH) ou à l ' épu i semen t  du 

mi l i eu ,  s o i t  par  l ' i n h i b i t i o n  des  c e l l u l a s e s  par  l e  bu tanol .  



Cette dernière hypothèse semble la plus vraisemblable dans la 

mesure où il n'y a pas de sucres réducteurs dans le milieu et que toute 

la cellulose n'est pas dégradée. 



O N C L U S I O N -  



- CONCUTSION - 

Au cours  de  c e t t e  t h è s e ,  nous nous é t i o n s  f i x é  t r o i s  o b j e c t i f s  : 

- l ' i s o l e m e n t  e t  l a  s é l e c t i o n  de nouve l l e s  souches 

solvantogène s, 

- l ' a m é l i o r a t i o n  de l a  t o l é r a n c e  au bu tano l  des  souches 

i s o l é e s ,  

- l ' a s s o c i a t i o n  e n t r e  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  e t  b a c t é r i e s  

solvantogène S. 

Ceci nous a  condui t  t o u t  d ' abo rd  à s é l e c t i o n n e r  à p a r t i r  de 

d i f f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  de  s o l s ,  p l u s i e u r s  souches e f f e c t u a n t  une 

f e rmen ta t ion  de type  a c é t  onobutyl ique . Après une é tude  comparative, l a  

souche 6 x BD a  é t é  r e t enue  pour s a  bonne p r o d u c t i v i t é  en s o l v a n t s  e t  

son u t i l i s a t i o n  d ' une  grande v a r i é t é  de  s u c r e s .  C e t t e  souche p r é s e n t e  

un taux  de  c r o i s s a n c e  é l evé  à pH 5,5 ( O ,  48 h-') e t  e s t  capable de  r é -  

i n c o r p o r e r  l e s  a c i d e s  e x o c e l l u l a i r e s  au cours  de l a  phase de 

so lvantogenèse .  Nous avons a l o r s  6 t é  amenés à dé te rmine r  l e s  c o n d i t i o n s  

opt imales  de l e u r  r éduc t ion  en s o l v a n t s .  C ' e s t  a i n s i  que l ' a c e t a t e ,  au  

d e l à  de  10 ml, a u r a i t  p l u t ô t  un e f f e t  i n h i b i t e u r  s u r  l a  product ion  de 

s o l v a n t s  t a n d i s  que l e  b u t y r a t e  ( j u s q u ' à  100 mFi) condui t  à une 

augmentation de l a  product ion  de butanol  avec une d iminut ion  de 

l ' u t i l i s a t i o n  des  s u c r e s .  



Par une technique  r e l a t i vemen t  simple ( g r a d i e n t  de  b u t a n o l ) ,  nous 

avons pu s é l e c t i o n n e r  un "mutant" spontané B6 à p a r t i r  de l a  souche 

6 x BD. Sa t o l é r a n c e  au butanol  e s t  supé r i eu re  puisque s u r  d e s  c e l l ~ i l e s  

v é g é t a t i v e s  un taux  de  c r o i s s a n c e  de 0,135 h-l e s t  observé en présence 

de 13 g / l  de bu tano l  t a n d i s  que l a  souche sauvage ne p ré sen te  aucune 

c ro i s sance .  Les c a r a c t é r i s t i q u e s  de  l a  souche mère ( u t i l i s a t i o n  d ' u n e  

grande v a r i é t é  de s u c r e s ,  i nco rpora t ion  des  ac ides  e x o c e l l u l a i r e s )  s o n t  

maintenues ; une amé l io ra t ion  de 50% de l a  p r o d u c t i v i t é  en butanol  e s t  

observée  s u r  un mi l i eu  contenant  60 g/l d e  g lucose .  

En tubes ,  b i en  que nous ayons observé un e f f e t  i n h i b i t e u r  a d d i t i f  

des  a c i d e s  a c é t i q u e  e t  bu ty r ique ,  i l s  n ' e n  s o n t  pas moins induc teu r s  de 

l a  solvantogenèse puisque l ' o n  o b t i e n t  p rè s  d e  2 g / l  de  butanol  dans 

des  c o n d i t i o n s  peu f a v o r a b l e s  ( s u c r e s  l i m i t a n t s ,  pH). Le mécanisme de 

c e t t e  s t i m u l a t i o n  n ' e s t  pas  connu mais il semble que c e  s o i t  l a  forme 

non i o n i s é e  des  a c i d e s  dépendante à l a  f o i s  du pH e t  d e  l a  

concen t r a t ion  t o t a l e  en a c i d e  q u i  en s o i t  responsable .  

L ' u t i l i s a t i o n  du l a c t a t e  en présence d ' a c é t a t e  pour l a  product ion  

de b u t y r a t e  p a r  l a  souche B6 permet d ' e n v i s a g e r  l a  r é - inco rpora t ion  de  

c e s  a c i d e s  l o r s  du couplage hydrolyse de l a  cel lulose-solvantogenèse.  

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  c e l l u l o l y s e  é t a n t  l ' é t a p e  l i m i t a n t e  dans ce  type  de  

schéma, e t  donc pas t r è s  f a v o r a b l e  à l a  product ion de s o l v a n t s ,  l ' a j o u t  

d ' a c i d e s  a  rendu p o s s i b l e  l a  product ion  de butanol  à p a r t i r  de  

c e l l u l o s e .  C e t t e  a d d i t i o n  d ' a c i d e s  semble a v o i r  o r i e n t s  l e  f l u x  

d ' é l e c t r o n s  r é s u l t a n t  de l a  g lycolyse  v e r s  l a  r éduc t ion  des  a c i d e s  

f o u r n i s  e t  l a  product ion  de composés n e u t r e s .  Ce schéma de C O - c ~ d t u r e  

avec a j o u t  d ' a c i d e s  peut  r e p r é s e n t e r  une vue prometteuse pour 



l ' o b t e n t i o n  d e  c a r b u r a n t s  de  s u b s t i t u t i o n  à p a r t i r  de  polymères 

végétaux, à c o n d i t i o n  d ' o b t e n i r  de bons rendements e t  de  r é a l i s e r  c e t t e  

f e rmen ta t ion  couplée  en cont inu .  

Dans c e t t e  op t ique ,  il nous a  paru n é c e s s a i r e  d ' é t u d i e r  l e  

comportement de  l a  souche B 6  v i s  à v i s  des  s u c r e s  pouvant r é s u l t e r  de 

l a  première é t a p e  d ' h y d r o l y s e .  C ' e s t  a i n s i  que s u r  mélange d e  suc re s ,  

l e  glucose e s t  t o u j o u r s  l e  s u b s t r a t  p r é f é r e n t i e l  de l a  souche B 6 .  I l  

l i m i t e  l ' i n c o r p o r a t i o n  et /ou l e  ca tabol i sme du s u c r e  C O - s u b s t r a t .  Son 

a d d i t i o n  à d ' a u t r e s  s u c r e s  a b o u t i t  à de  me i l l eu re s  product ions  de 

s o l v a n t s .  

L'ensemble d e  nos t ravaux con t r ibue  à une me i l l eu re  m a î t r i s e  de l a  

phys io logie  d e  Clos t r id ium ace tobuty l icwn e t  sou l igne  p l u s i e u r s  p o i n t s  

q u i  mér i t en t  d  ' ê t r e  développés.  

S i  l e  r ô l e  i nduc teu r  d e s  a c i d e s ,  e t  en p a r t i c u l i e r  c e l u i  du 

b u t y r a t e  s u r  l a  product ion  de s o l v a n t s  e s t  c l a i r emen t  é t a b l i ,  il 

impor te  de montrer  q u e l l e s  s o n t  l e s  c i b l e s  e t  l e s  mécanismes q u i  

i n d u i s e n t  f i na l emen t  l a  solvantogenès e.  De p lus ,  il e x i s t e  probablement 

un compromis op t ima l  à déterminer  e n t r e  l ' e f f e t  i nduc teu r  du b u t y r a t e  

e t  son e f f e t  i n h i b i t e u r  s u r  l a  c ro i s sance .  

Le couplage e n t r e  l a  c e l l u l o l y s e  e t  l a  product ion  de s o l v a n t s  n ' a  

é t é  p o s s i b l e  qu ' avec  l ' a j o u t  de b u t y r a t e .  1.3 importe  maintenant  de 

d é f i n i r  l e s  c o n d i t i o n s  opt imales  de  l ' a s s o c i a t i o n ,  c ' e s t  à d i r e  l e s  

c o n c e n t r a t i o n s  en a c i d e s  à a j o u t e r  en f o n c t i o n  du f l u x  de s u c r e s  

Libérés  pa r  l ' a c t i o n  des  c ~ l l u l a s e s .  En p lus  d e s  f a c t e u r s  c l a s s i q u e s  

(pH, ac ide  non i o n i s é ,  é v o l u t i o n  morphologique),  ce  f l u x  en 

condi t ionnant  l e  pool  de  coenzymes r é d u i t s ,  o r i e n t e  l e  métabolisme s o i t  

v e r s  l a  product ion  d ' a c i d e s ,  s o i t  ve r s  l a  so lvantogenise .  



Sur s u b s t r a t s  n a t u r e l s ,  il e s t  év iden t  que l a  sou rce  carbonée s e r a  

c o n s t i t u é e  d ' u n  mélange de suc re s  i n c l u a n t  notamment hexoses e t  

pentoses .  Dans c e s  cond i t i ons ,  l e s  mécanismes de  t r a n s p o r t  e t  l e u r s  

r é g u l a t i o n s  joueront  un r ô l e  e s s e n t i e l  dans l ' a m é l i o r a t i o n  des  

rendements. O r ,  chez C los t r id ium acetobutyl icum, aucune donnée n ' e s t  

ac tue l lement  d i s p o n i b l e .  Nos t ravaux,  en montrant 1' u t i l i s a t i o n  

p r é f é r e n t i e l l e  du g lucose ,  sou l ignen t  l ' impor t ance  de  nouvel les  

recherches  s u r  l e s  systèmes de  t r a n s p o r t  e t  l e u r s  s p é c r f i c i t é s  e t  l e s  

r é g u l a t i o n s  mises en jeu  s o i t  au n iveau  des  p r o t é i n e s  de t r a n s p o r t ,  

s o i t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e s  vo ie s  c a t a b o l i q u e s .  

Ces t r o i s  axes  de recherches  n ' a u r a i e n t  probablement pas qu 'un 

impact p r a t i q u e  s u r  l a  product ion  de s o l v a n t s  par  Clos t r id ium 

acetobutyl icum. I l s  c o n t r i b u e r a i e n t  p l u s  généralement à l ' e x t e n s i o n  d e s  

connaissances de l a  phys io logie  des  b a c t é r i e s  anaé rob ie s  qu i ,  dans de 

nombreux domaines, r e s t e  encore  t r è s  obscure .  
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