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-~ INTRODUCTION -

Historiquement, c'est PASTEUR (1862) qui, étudiant les ferments
butyriques, a mis en évidence le n-butanol comme broduit de
fermentation.

Puis, 4 la veille de la premiére guerre mondiale, FERNBACH et ses
collaborateurs montrent que la formation du butanol s'accompagne de la
production d'acétone et isolent ainsi les premiéres souches
amylolytiques utilisables industriellement. WEIZMANN (1912) isole et

caractérise une bactérie Clostridium acetobutylicum possédant une

productivité en solvants nettement supérieure aux souches de FERNBACH.
I1 dépose le premier brevet de fabrication industrielle du butanol par
fermentation.

Jusqu'en 1920, la fermentation a pour objectif de produire
1'acétone qui entre dans la fabrication de la cordite et des vernis
cellulosiques.

Pendant la seconde guerre mondiale, on s'intéresse plutdt a la
production de butanol comme matiére premiére pour la fabrication du
caoutchouc synthétique. Aprés la guerre, la production de butanol par
voie fermentaire a été abandonnée, exceptée en Afrique du Sud, au

profit de la synthése chimique.




Actuellement, bien que les prix des produits pétroliers aient subi
une augmentation considérable, la synthése chimique reste
énergétiquement et économiquement plus intéressante que la fermentation
(BOBICHON, 1981). Le principal intérét de cette derniére est d'utiliser
comme produits de départ des substrats renouvelables (sucres ou
polysaccharides de réserve). Cependant, son développement industriel
soit pour l'obtention d'un tiers solvant entrant dans la composition de
carburants de substitution soit comme matiére premiére de 1l'industrie
chimique se heurte i trois limitations

- 1l'incapacité des souches actuelles a hydrolyser les biomasses
bon marché (résidus ligno-cellulosiques en particulier),

- une tolérance réduite des micro-organismes aux solvants
produits,

- 1'absence de procédés performants.

C'est sur ces trois axes que portent les efforts de recherche
actuels. Il faut enfin noter que la distillation des molits fermentés
génere une quantité importante de vinasses fortement concentrées. La
méthanisation apparait comme une filiére bien adaptée au couplage
valorisation énergétique-dépollution de ce type de résidus.

Dans ce travail de thése, apres avoir fait le point sur les acquis
scientifiques récents, nous nous sommes fixés trois objectifs

- L'isolement et la caractérisation de souches solvantogenes.

- Leur étude physioiogique, en précisant notamment 1l'influence sur
les productions de solvants des acides acétique et butyrique et de la
composition en sucrés du milieu. L'amélioration par mutagenese des

souches isolées a aussi été envisagée.



-~ L'association entre bactéries cellulolytiques et bactéries

solvantogeénes.






CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I - MICROBIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE DES BACTERIES SOLVANTOGENES

I - 1. TAXONOMIE DES BACTERIES SOLVANTOGENES (BUCHANAN et GIBBONS,

1974 ; HOLDEMAN et al., 1977 ; GEORGE et al., 1983)

Plusieurs espéces de bactéries anaérobies, réparties dans
plusieurs genres, sont capables de produire des solvants (Tableau I).
Chez les non-sporulées, on les trouve parmi les genres Eubacterium,

Treponema et Fusobacterium. Chez les sporulées, on les trouve parmi le

genre Bacillus mais les especes les plus nombreuses et les plus
intéressantes pour la synthése de butanol appartiennent toutes au genre
Clostridium.

Les Clostridia se divisent en quatre groupes, basés sur la
protéolyse, la saccharolyse et la position de la spore (ROSS, 1961)

- spore subterminale : Groupes 1 et 2

~ spore terminale : Groupes 3 et 4

L'ensemble de ces critéres est résumé dans la figure ci-apres :
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spore subterminale

saccharolytique

gon protéolytique

v
" GROUPE I

v
CL. butyricum
CL. bedlfeninehii
CL. 4allax _
CL.. pasteurianum
CL. stichlandii
CL. tynobutynicum .

CLOSTRIDIUM
spore terminale
saccharolytique
protéolytique non protéolytigue protiolycique
v
GROUPE 1II GROUPE IIT GROUPE 1V
' v
v .
Ce. acatobutylicuwnr CL. sphencides C2. cadaveris
TZ. ghone CL. indolis CL. Lentopu-
CL. odifunentans CL. scatologenes trescens
CL. sondellil CL. glycolicum CL. putrijlicum
CL., Lituseburense CL. sporosphaeroides CL. cceanicum
CL. subzemminale CL. inwocuum CL. Zetani
CL. 4porogenes CL. barkerl
CL. plaganum CL. peranne
CL. awantibutyricum
CL. perfringens
CL. felsineun
g' wau espéces faiblement
CZ. d.pééa’iﬁz solvantogines

Schéma de classification des Closfridum solvantogénes

Les espéces qui peuvent présenter un intérét pour la production de

solvants se limitent & Clostridium butyricum et Clostridium

acetobutylicum. Les autres ne produisent que de faibles quantités de

solvants. Clostridium butyricum se caractérise dans le groupe I

(Tableau III a) par sa capacité 4 utiliser les sucres suivants

maltose, mannose, raffinose, lactose, ribose et amidon. Les autres

souches du groupe I citées n'utilisent pas ces six sucres

simultanément. La série de sucres retenus pour l'identification ne

refléte pas de fagon exhaustive les capacités fermentaires de ce

Clostridium. Clostridium butylicum est une souche de Clostridium




butyricum (GOTTSCHALK et al., 1981). Elle se distingue de cette
derniére par la réduction de l'acétone en isopropanol sous l'action de
1'isopropanol déshydrogénase.

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

caractérise par l'utilisation du glucose, mannose, maltose, lactose et

salicine. Une autre bactérie, Clostridium chauvoei, présente aussi le

méme profil. Mais plusieurs critéres complémentaires d'utilisation des
sucres comme le xylose, le ribose, le raffinose et l'arabinose
permettent de les différencier. Le profil fermentaire permet également

de distinguer Clostridium acetobutylicum de clostridium chauvoei ; sur

milieu peptone - extrait de levure - glucose (PYG), Clostridium

acetdbutylicum produit de l'acétate, du butyrate et du butanol tandis

que Clostridium chauvoei produit de 1'acétate, du butyrate et du

formate (HOLDEMANN et al., 1977).

Une série de souches d'intérét industriel ayant donné des procédés
brevetés aux Etats-Unis, ont été rapportées par BEESCH (1952).
Pratiquemment toutes ces souches ont été cultivées sur mélasse ou
mélasse invertie (Tableau IV). Leur nom d'espéce n'est reconnu par
aucune classification et & la lumiére de leurs profils fermentaires, on

peut considérer qu'il s'agit de souches de Clostridium butyricum (var.

butylicum) pour celles produisant du butanol et de 1'isopropanol.
D'autres souches productrices de solvants non citées ont été décrites.

C'est le cas de Clostridium roseum qui est en fait une souche de

Clostridium felsineum (GOTTSCHALK et al., 1981) et de Clostridium

rubrum quivappartient a l'espéce Clostridium beijerinckii, ces deux

souches étant homologues génétiquement (CUMMINS et JOHNSON, 1971).
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TABLBAU III b :-Caractires distinctifs et gsucres fermentés par les bactéries du groupe II (d'aprés le Bergey's manual)
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Ce sont généralement des germes du sol, de l'eau et de divers
végétaux : pommes de terre, topinambours (racines, tugercules) mals,
féves (graines) (MAC COY et al., 1926 ; WEYER et RETTGER, 1927 ; CALAM,
1980). La plupart des espéces sont mésophiles. Leur optimum de
croissance se situe entre 34°C et 37°C (STEEL, 1958 ; BUCHANAN et
GIBBONS, 1974). En effet, la température optimale des souches est
fonction de 1'endroit d'ou elles ont été isolées et en particulier de
1'altitude, de la température du sol, et de sa nature (MISHUTIN et
YEMTSEV, 1973). Ainsi on les trouve plutdt dans les sols a
décomposition rapide situés dans les régions chaudes.

.La morphologie de C. acetobutylicum est celle d'un Clostridium

typique, c'est a dire un batonnet allongé ou légérement courbe,
sporulé, isolé ou en paire, long de 3,0 & 7,0 u sur 0,6 - 1,5 u de
diamétre. Ils sont Gram positif en culture jeune mais ils peuvent
perdre leur coloration en fin de culture. En fait, ce Clostridium
présente 3 grands types morphologiques suivant le stade de fermentation
(JONES et al., 1982) ; forme végétative -—-» forme clostridiale -——-»
forme sporulée. Une étude de l'ultrastructure de cellules de

Clostridium acetobutylicum faite par CHO et DOY (1973) montre la

présence d'une paroi multicouche avec une membrane cytoplasmique
asymétrique. Entre cette paroi et la membrane cytoplasmique existent
des structures tubulaires ou vésiculaires qui ne sont pas présentes

chez Clostridium kluyveri. Le systéme de membranes intracytoplasmiques

présent chez Clostridium acetobutylicum est morphologiquement semblable

aux mésosomes des bactéries aérobies gram positives.
Cependant ces mésosomes peuvent &tre les résultats d'artefacts de

préparations comme cela a été montré par EBERSOLD et al. (1981).




Le pourcentage Guanine + Cytosine (G + C)% ou coefficient de
CHARGAFF )se situe autour de 28% chez la plupart de ces bactéries

(Tableaux II a et b).

I - 2. SENSIBILITE A L'OXYGENE

Ces bactéries sont en général anaérobies strictes, mais la
tolérance a4 1l'oxygeéne peut varier suivant les espéces. Si la croissance

de cellules de Clostridium acetobutylicum est arrétée en présence

_d'oxygéne, des expositions de courtes durdes (4 4 6 heures) ne sont pas
létales.

O'BRIEN et MORRIS (1971) ont suggéré que ce serait plus 1l'oxygene
dans le milieu que le potentiel Rédox qui serait responsable de
1'inhibition de la croissance. L'oxygéne (40 uM) inhibe la croissance
dans un milieu 4 - 50 mV. Ce potentiel Rédox est maintenu par addition
intermittente de dithiothréitol sur milieu de culture aéré. Par contre,
dans un milieu anaérobie ou le potentiel Rédox est maintenu a + 370 mV
par ajout de ferrocyanure de potassium on observe une croissance et un
métabolisme normal. Lorsque les conditions anaérobies sont rétablies,
les conséquences de 1l'oxygénation sont rapidement réversibles. La
croisance reprend ainsi que la formation de butyrate. Par ailleurs, la
dégradation du glucose n'est pas arrétée pendant la phase aérobie mais
seulement ralentie et on a toujours une production d'acétate (Figure
N° 1). Selon O'BRIEN et MORRIS, les conditions anaérobies
augmenteraient la quantité d'ATP nécessaire aux réactions de
maintenance puisqu'elles s'accompagnent d'une baisse du pool d'ATP dans

les cellules.
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JONES et al. (1980) montrent que les colonies isolées de

Clostridium acetobutylicum, apreés avoir poussé deux jours en

anaérobiose, produisent lors d'une exposition ultérieure a l'oxygene,
une substance protéique fibrillaire extracellulaire. Ce manchon
protéique contient une haute proportion de cellules sporulées et de
spores libres. Cependant, il pourrait jouer le rdle d'une barriére de
protection vis 4 vis de l'oxygene pour les cellules végétatives qu'il
contient,

Les spores quant i elles tolérent 1l'oxygéne et sont thermorésistantes :

10-30 minutes 4 80°C ; 4 minutes & 100°C (KAISER, 1982).

I - 3. NUTRITION

a) Substrat carboné

Les souches de Clostridium acetobutylicum poussent bien sur des

bouillies de végétaux telles que celles de mais, de pommes de terre, de
topinambour, ainsi que sur mélasses de sucreries (HONG et al., 1981 ;
FOUAD et al., 1982) et le lactosérum s'il est additionné d'extrait de
levure (MADDOX, 1980). L'aptitude de cette souche & utiliser les
pentoseé (UNDERKOFFLER et al., 1936 ; LANGLYKKE et al., 1948) est
exploitée dans la fermentation des produits résultant de 1l'hydrolyse
des hémicelluloses (MES-HARTREE et al., 1982 ; MADDOX et al., 1983 ;

SADDLER et al., 1983). Clostridium acetobutylicum forme une X-amylase

et une glucoamylase. Selon ENSLEY et al. (1975), les deux enzymes
dépendent de systémes de régulation séparés. L'induction de 1'&K -
amylase a lieu quand l'amidon est la source de carbone alors que celle

de la glucoamylase se produit pendant la croissance sur glucose. Le
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taux de ces deux enzymes est minimal en présence de fructose. Des
activités carboxyméthylcellulase (ALLOCK et WOODS, 1981) et méme
cellulasique (COMPERE et GRIFFITH, 1978) ont été trouvées chez cette
bactérie ; mais elles sont trop faibles pour envisager l'utilisation

directe de cette bactérie sur la cellulose.

b) Facteurs de croissance
Sur milieu complexe, la production de solvants est inhibée par un
Fe SO

excés en certains composés minéraux tels que le Ca CO Mg SO

3) 4’ 4)

et Zh SO4 (MAHMOUD et al., 1974). Les phosphates semblent
indispensables pour une bonne fermentation des mélasses issues des
sucreries (BAGHLAF et al., 1980). Cependant, il est difficile de
connaitre exactement l'influence de ces différents composés puisqu'il
s'agit d'observations faites sur des milieux complexes.

Une étude systématique a été faite par MONOT (1983) sur 1'influence de
différents constituants d'un milieu synthétique sur la fermentation
acétonobutylique afin de déterminer les nutriments nécessaires 4 une
production optimale de solvants. Cela 1l'a conduit & définir un milieu
synthétique permettant de bonnes croissances et production de solvants.
La présence des ions Mg, Fe et K est nécessaire i la croissance
cellulaire et & la production de solvants.

De faibles teneurs en KCl ne permettent pas a la cellule d'effectuer la
phase de solvantogenese, de méme qu'aux faibles concentrations en
glucose, seule la fermentation butyrique a lieu. Il montre aussi que la
biotine et l'acide para-aminobenzoique sont indispensables 4 la

croissance de Clostridium acetobutylicum ATCC 824. Ceci confirme les

observations faites par OXFORD et al. (1940) et RUBBO et al. (1941) sur
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d'autres souches de Clostridium acetobutylicum. Quant a Clostridium

butyricum (var. butylicum) il ne nécessite que la présence de biotine
(CUMMINS et JOHNSON, 1971).

REYES-THEDORO et al. (1945) ont montré que deux facteurs sont
indispensaﬁles a trois souches solvantogeénes saccharolytiques et non
protéolytiques qu'ils ont isolées du sol. Les trois souches ne poussent
qu'en présence de biotine ; l'une d'entre elles a également besoin
d'acide para-amino-benzoique. Cette observation est en contradiction
avec celle du paragraphe précédent puisque la distinction entre

Clostridium acetobutylicum (groupe II) et Clostridium butyricum (groupe

I) repose entre autre sur la protéolyse. Il convient donc de se méfier
a priori de toute tentative de généralisation des besoins en co-

facteurs de quelques souches & l'espece a laquelle elles appartiennent.

c) Source azotée

Clostridium acetobutylicum utilise 1l'azote moléculaire, les ions

ammonium ainsi que les sources d'azote plus complexes telles que
1'extrait de levure et les peptones (ABOU-ZEID et al., 1978).

DOI et SUGAMA (1960), étudiant les sources azotées, ont montré que
le glutamate est le seul acide aminé indispensable a la croissance de

Clostridium acetobutylicum n° 314. Cependant, l'asparagine, sans &tre

indispensable, a un effet activateur sur la production de solvants
(TATUM, 1935).
Un excés d'azote sous forme d'acétate d'ammonium inhibe la

solvantogenése en favorisant la production d'acides (MONOT, 1933).
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I - 4. BACTERIOCINE

Des auteurs Sud-Africains (BARBER et al., 1979) ont décrit la

production d'une bactériocine par Clostridium acetobutylicum P262 dans

un procédé de fermentation industriel. Sa libération intervient en fin
de croissance exponentielle. Elle est accompagnée d'une lyse des
cellules et d'une inhibition de la production de solvants (Figure

N° 2 ). WEBSTER et al. (1981) ont purifié et caractérisé cette
bactériocine : c'est une autolysine. Elle n'a aucun effet sur la
synthése des acides désoxyribonucléiques et ribonucléiques ainsi que
celle des protéines. Sa structure est celle d'une glycoprotéine avec un
poids moléculaire de 28 000 ; thermolabile, elle a son maximum de.
stabilité entre pH 4 et pH 5. Elle est résistante 4 l'action de
protéases. De plus sa spécificité est trés étroite puisqu'elle est

limitée aux especes Clostridium acetobutylicum et Clostridium

felsineum. Le géne codant cette autolysine doit étre chromosomique car

il n'y a pas de plasmides chez cette souche de Clostridium

acetobutylicum.

ALLOCK et al. (1981) ont isolé un mutant autolysine déficient (Lyt-1)
qui produit moins d'autolysine que la souche initiale Clostridium

acetobutylicum P262 et dont la membrane cellulaire est plus résistante.

De plus, les cellules végétatives de ce mutant sont plus résistantes au
butanol que la souche mére puisqu'd 10 g/1 de butanol, la croissance du
mutant lyt-1 n'est pas affectée tandis que celle de la souche mere est
pratiquement nulle. Ainsi, il existerait une relation entre la
tolérance au butanol et l'activité autolytique (VAN DER WESTHUIZEN,

1082).
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I - 5. BACTERIOPHAGES

Les bactéries productrices d'acétone et de butanol sont parfois
sujettes a la lyse par les bactériophages. Ils sont libérés
généralement juste avant le passage de la fermentation acide a la
fermentation solvantogéne.

A notre connaissance, peu d'études fondamentales sur ces phages
existent. Ils ont été mis en évidence lors d'accidents de fermentations
(STEEL, 1958 ; ROSS, 1961 ; HASTINGS, 1978). Le seul moyen de lutter
contre ces phages est d'utiliser des mutants résistants obtenus par une
série de transferts en présence de quantités croissantes de filtrat

d'une culture infectée par ces phages (WALTON et MARTIN, 1979).

Des mutants résistants ont été isolés par des Japonais (OGATA et HONGO, -

1979). Ils ont montré que le développement de 1l'un de ces phages est

réprimé chez un mutant de Clostridium saccharoperbutylicum résistant a

1'oxytétracycline lorsqu'on le cultive en présence de cet antibiotique.

I - 6. TOXICITE DU BUTANOL

L'un des facteurs limitant la production de solvants est la teneur
en butanol dans le milieu. Le maximum de tolérance généralement admis
est de 13 g/1.

Chez Clostridium acetobutylicum, 0,15 M (11,1 g/1) de butanol provoque

une diminution de 50% du taux de croissance (MOREIRA et al., 1981). La
chaine aliphatique par son caractére hydrophobe altérerait la structure
lipidique de la membrane en la fluidisant et affecterait donc

1l'activité des enzymes membranaires. Cette hypothése est confirmée par
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1'influence de différentes concentrations de'butanol sur le tranport
actif d'un analogue structural non métabolisé du glucose, le 3-0 méthyl
glucose. En présence de butanol, la vitesse d'incorporation du 3-0
méthyl glucose est réduite (Figure N° 3). L'effet des alcools
aliphatiques sur la membrane varie en fonction de la longueur de la
chaine carbonée. Ainsi, 1'éthanol est environ dix fois moins inhibiteur
que le butanol.

Chez de nombreux Clostridia, l'hydrolyse de 1'ATP par les ATPases
membranaires créerait un gradient de protons qui permettrait
1l'incorporation des sucres (TUCKEY et OUJESKY, 1976 ; 1978) selon le
mécanisme proposé par MITCHELL (1976).

L'inhibition du transport 3-0 méthyl glucose par un agent
découplant, le dinitrophénol, suggére que le transport des sucres chez
les Clostridia dépend lui aussi d'une ATPase (MOREIRA et al., 1981).
Cependant, une inhibition directe des ATPases par le butanol n'est pas

encore mise en évidence clairement.
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IT - CINETIQUE ET BIOCHIMIE DE LA FERMENTATION ACETONOBUTYLIQUE

IT -~ 1. FERMENTATION TYPIQUE !

IT - 1.1. Cinétique (Figure N° 4)

Au cours d'une fermentation discontinue sur glucose par

Clostridium acetobutylicum, on peut distinguer deux phases (PETERSON et

FRED, 1932 ; SPIVEY, 1978). La premiére est caractérisée par la
production d'acides (acétique et butyrique), le dégagement de gaz
(hydrogéne et gaz carbonique), la croissance des bactéries et la baisse
du pH (DAVIES et STEPHENSON, 1941). Aprés environ 15 heures, la
fermentation des sucres produit essentiellement des composés neutres :
butanol et acétone (DAVIES, 1942). A ce stade, le pH a une valeur
d'environ 4,5. Une partie des acides présents dans le milieu peut &tre
prélevée et convertie en solvants, ce qui se traduit par une remontée
du pH jusqu'a une valeur finale de 5,8. Cette réduction des acides
exo-cellulaires a été démontrée par WOOD (1945) 4 1l'aide d'éléments
marqués. Le moment de passage d'une fermentation 4 l'autre dépend de
plusieurs facteurs : la composition du milieu, le pH, la préparation de
1'inoculum (GOTTSCHALK et BAHL, 1981).

On peut considérer que ce changement de métabolisme constitue une
réaction du micro-organisme i des conditions d'envircnnement
défavorables comme le pH acide. Ainsi, la production de composés
neutres agirait comme un mécanisme de "détoxification" des protons

(STEEL, 1958). Un pH acide semble une nécessité préalable i 1la
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production de solvants (BEESCH, 1952). Cependant, d'autres facteurs
physico-chimiques semblent intervenir dans l'induction de la
butyraldéhyde déshydrogénase : la concentration du milieu en butyrate

et en acétate (GOTTSCHAL et MORRIS, 1981).

I1 - 1.2. Changement de morphologie de Clostridium

acetobutylicum en culture discontinue - Relation entre sporulation et

production de solvants

a) Changement morphologique : (Figures N° § et 6)

Une étude récente de JONES (1982) met en évidence plusieurs états
morphologiques au cours de la fermentation en discontinue sur mélasses

de Clostridium acetobutylicum P262. En début de culture, les cellules

sont en chainettes pratiquement immobiles. Pendant la phase
exponentielle, les bactéries, sous forme végétative (bidtonnets i bouts
arrondis), sont trés mobiles et & 1'état dispersé. Elles produisent
alors des acides acétique et butyrique. Aprés 18 heures de culture,
toutes les cellules sont pratiquement immobiles en phase stationnaire
de croissance. C'est a ce stade que démarre la production de solvants
conjointement a une modification morphologique qui conduit aux formes
"Clostridiales". Les cellules renflées et a4 extrémités pointues
possedent une capsule bien individualisée et de nombreuses inclusions

iodophiles.




Figure 5 : ‘Differents stades du cycle sporal de

Clostridium acetobutylicum
(d'aprés JONES et al., 1982)
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b) Relation sporulation-production de solvants

Jusqu'a ces derniéres années, on considérait que la production de

solvants était corrélée a la sporulation de Clostridium acetobutylicum

(PRESCOTT et DUNN, 1954). Cette hypothése est appuyée par l'apparition
simul tanée des solvants et de la lyse sporangiale consécutive au
processus de sporulation (SEBALD, 1982). De plus, l'inoculation de
culture en discontinue & partir de bactéries préalablement
sélectionnées en chemostat sous glucose limitant ne s'accompagne plus
de la production de solvants (GOTTSCHAL et MORRIS, 1981). La culture en
continue dans ces conditions sélectionnerait un mutant incapable de
sporuler et de produire des solvants. Mais l'analyse de la liaison
sporulation-production de solvants doit &tre poursuivie. En effet,
ANDERSCH et al. (1982) montrent qu'en culture continue sous azote
limitant, la production de solvants est possible sans qu'il y ait de

spores visibles au microscope.

Selon JONES et Coll. (1982), dans une fermentation industrielle la
sporulation débute au bout de 36 heures et ne concerne qu'un nombre
limité de cellules. Sur des mutants de sporulation bloqués a différents
stades morphologiques (Tableau V), ces auteurs mettent en évidence une
corrélation entre l'accumulation de granules iodophiles, le nombre de
cellules sous forme clostridiale et la production de solvants. Seuls,
les mutants de sporulation bloqués avant la formation d'une préspore
mais formant une quantité normale de granules, donnent de bons
rendements en solvants.

I1 semble donc, & la vue de ces expériences, que la sporulation et
la synthése de solvants ne soient pas directement liées. Toutefois,

cela n'exclut pas qu'il y ait entre ces deux phénoménes une induction



: solvants:

; Espeéce z Formes clostridiales i Granule : capsule ; septum ; prespore ; spore

: : : : : : nature Ag/lz
; P262 ; T+ ; -+ ; ++ : ++ : ++ ; ++ ; 16,864
; cls 1 : - : - . - : - - - ' 0,168 .
cls 2 - : - : - H - : - H - s 0,489
: cls 3 ‘ - 3 - : - : - : - : - 0,357 .
:cls 4 = - : : - : - : - : - : - ' 0,196 ;
. spo 1 -+ Do e e - L - 16,125
; Spo 2 ; ++ ; ++ i ++ ; + ; - ; - : 15,411
; Spo 3 i + ; + ; + ; + ; + ; + f 1,077
; Spo 4 ; + ; + ; + : + ; + ; + .2,501.

«++ nombre normal
+ nombre faible
- nulle

La production de solvants est déterminée aprés 48 heures

-

Tableau "V :Caracteristiques de mutants de sporulation de
CLostridium acetobutylicum
(d'aprés JONES et al., 1982)
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commune. Une étude biochimique des facteurs qui interviennent dans
cette transformation pourrait préciser la relation changement

morphologique-production de solvants.

IT - 2. INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE

IT - 2.1 Influence des composés du milieu

Les souches de Clostridium acetobutylicum sont capables de

métaboliser une grande variété de substrats (MAC COY et al., 1926 ;
PRESCOTT, 1959) et selon sa nature ef les conditions de culture, les
métabolites produits seront différents (FOUAD, 1976 ; COMPERE et
GRIFFITH, 1979). Ainsi, par exemple, peu d'acétone est produit par la

souche Clostridium butylicum NRRL 593 sur xylose.

En fermentation discontinue, suivant la concentration en substrat,

la fermentation va s'orienter soit vers un métabolisme de type acide
soit vers un métabolisme de type solvant (MONOT, 1983). Il sera
nécessaire de se placer 4 des concentrations en sucres supérieures a
20 g/1 pour avoir une bonne solvantogenése. On peut considérer qu'en
deca de cette concentration, le pH ne baisse pas assez pour que les
acides soient convertis en solvants.

L'éddition d'acétate d'ammonium & de fortes concentrations
( 3,3 g/1) inhibe la solvantogenése (MONOT, 1983). I1 est difficle
dans ce cas de dissocier 1l'effet inhibiteur que peut avoir l'ion
ammonium de celui de l'acétate d'autant que FOUAD (1976) a montrérque
la production de solvants variaient suivant la base associée 4 1l'ion

ammonium.
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IT - 2.2 Influence du pH et de la concentration en acides

a) En culture discontinue

Trés peu d'études systématiques existent sur le rdle durpH dans la
fermentation acétonobutylique. Des valeurs de pH allant de 4,2 4 5,5
sont données pour la production de solvants (BEESCH, 1952 ; GOTTSCHAL
et MORRIS, 1981). Des travaux récents montrent qu'un abaissement du pH
permet de passer d'un métabolisme acide 4 un métabolisme de type
solvant (MONJT, 1983). I1 a été observé que l'addition d'acétate et de
butyrate a un pH suffisamment bas (inférieur ou égal i 5) induisait de
fagon plus rapide la production de solvants (GOTTSCHAL et MORRIS,

1981 ; MARTIN, 1983). PIMPA (1983) a remarqué que 1l'addition de
butyrate, s'il inhibait momentanément la croissance, par contre 1

augmentait la vitesse de production de butanol.

El En culture continue

A pH neutre, Clostridium acetobutylicum ne produit que des acides

quel que soit le facteur limitant (source de carbone ou d'azote)
(GOTTSCHAL et MORRIS, 1981 ; ANDERSCH et al., 1982 ; BAHL et al.,

1982). GOTTSCHALK et al. (1981) et BAHL et al. (1982) ont montré que la
production de butanol est possible en culture continue i des pH
inférieurs a4 5 et qu'elle est maximale & pH 4,3. Une remontée du pH & 5
se traduit par le retour i la fermentation acidogéne. Une nouvelle
baisse a 4,3 conduit 4 une fermentation solvantogéne. Toutefois, ces
auteurs utilisent un milieu de culture qui contient 20 mM de butyrate
et 19 mM de glucose. La concentration en butanol obtenue (1,1 mM)

indique un trés mauvais rendement de conversion du substrat carboné.
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Une augmentation croissante de la concentration en butyrate conduit a
une élévation de la production de butanol (BAHL et al., 1982). la
concentration optimale en butyrate est de 60 mM ; il lui correspond une
production de 11 mM de butanol et 5 mM d'acétone a partir de 19 mM de
glucose. Il n'a aucun effet si le pH est supérieur a 5. En présence de
19 mM de glucose, l'addition d'acétate dans les mémes conditions n'a
aucun effet sur la production de solvants.

Ainsi, l'ensemble de ces travaux montrent que pour des pH
supérieurs a 5,5, les fermentations sont de type "butyrique" tandis
qu'a des pH inférieurs a4 5,0 elles sont de type "butylique" ; dans ce
cas, une partie du butyrate présent dans le milieu peut &tre réduit en
solvant. Le butyrate, pénétrant dans la cellule sous sa forme non
ionisée (THAUER et al., 1977) inhiberait la croissance tout en
induisant la solvantogenése. Ceci semble confirmé par les travaux de
MONOT (1983) qui note que la solvantogendse est induite par la forme
non dissociée de l'acide butyrique i partir d'une valeur seuil comprise

entre 0,6 g/1 et 1,9 g/1

IT - 3. ASSIMILATION DES SUCRES

Tout substrat, notamment les sucres, présent dans un milieu de
culture doit traverser la membrane pour &tre métabolisé par la cellule
bactérienne. Cette membrane est connue pour é€tre une barriére trés
sélective pour les composés aussi bien organiques qu'inorganiques. Deux
systémes sont actuellement connus comme étant responsables du transport
actif de molécules':

- Transport actif (transport 1lié i une force proton-motrice)
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—~ Transport par translocation de groupe
On désigne par transport actif, un processus qui tend 4 réaliser de
part et d'autre de la membrane, une distribution de molécules qui
s'éloignent de 1'état d'équilibre (KEPES, 1978). Ainsi, ce systéme de
transport se fait contre un gradient de concentration et nécessite de
1l'énergie fournie par le métabolisme cellulaire.

La principale différence entre le systéme de transport par
translocation de groupe et le transport actif proprement dit réside
dans la nature du composé relargué dans la cellule.

Dans le cas du transport actif, la molécule qui arrive dans le
cytoplasme est la méme que celle qui était dans le milieu
extracellulaire. Une source d'énergie chimique ou électrique est
nécessaire pour l'entrée de ce composé.

Au contraire, dans le systéme par translocation de groupe, le
passage d'un composé au travers de la membrane a lieu de facon
concomitante avec une réaction de phosphorylation. On a alors formation
d'un dérivé phosphorylé. L'énergie nécessaire dans ce type de transport
est fournie par la liaison du PEP.

Des systémes d'accumulation de sucres qui fonctionnent avec
l'énergie tirée du PEP sont tres répandus dans le régne bactérien. Le
systéme phosphotransférasique est tres répandu chez les bactéries
(SAIER, 1977).

Selon SAIER (1977), les organismes qui métabolisent les sucres par
la glycolyse posséde la capacité de phosphoryler les sucres par le
systéme phosphotransférasique tandis que ceux qui dégradent les sucres
en aérobiose via la voie d'Entner-Doudoroff accumule les sucres par un

mécanisme de transport actif. Toutefois, dans une méme bactérie et pour
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un méme substrat, il peut exister les deux sytémes : un systeme
phosphofotransférase et un systéme classé "permease" qui fonctionne
grice & "l'état énergisé" de la membrane. Chez les Clostridia
saccharolytiques, il est couramment admis que le systéme prédominant

est le systéme phosphotransférasique (DOELLE, 1975).

- Systéme phosphotransférase

La séquence des réactions ci-dessous rend compte du transport de

sucres par ce systéme :

. ; ++
I, M
Phosphoenol pyruvate + HPr —f::gz HPr ~» P + pyruvate (1)
I, II
HPrAas P + sucre =—-=<i-== 2 sucre-P + HPr (2)
HPr, Mg

Lé rééction (1) est lé phosphorylafion d'uﬁé pefite protéine,
appelée HPr, par le phosphoénol pyruvate. Cette protéine est
thermostable ; le groupement phosphoryle de la proteine est 1ié i un
résidu histidine par une liaison riche en énergie. La phosphorylation
d'HPr est catalysée par l'enzyme I, qui, tout comme HPr, est
constitutif et soluble. Ce premier complexe, consiste dans le transfert
du groupe phosphoryle d'HPr P & un sucré. Le complexe II, membranaire,
spécifique du ﬁucre, catalyse ce transfert. C'est ainsi que l'on va
avoir toute une classe d'enzymes II, inductibles responsable du
transfert du groupe phosphoryle en fonction du sucre. Il existe chez E.

COLI jusqu'a 10 paires de protéines spécifiques du sucre.
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IT - 4. VOIES METABOLIQUES (DOELLE, 1975 ; GOTTSCHALK, 1979 ; REHM

et REED, 1981) (Figure N° 7)

La voie empruntée pour le catabolisme des sucres est celle
d'EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS qui conduit au pyruvate. La pyruvate
ferredoxine oxydoréductase catalyse la décarboxylation du pyruvate avec

libération de CO, et d'acétyl CoA (réaction phosphoroclastique) et

2
transfére des électrons sur une ferredoxine. La ferredoxine réduite
ainsi formée est ré-oxydée par une ferredoxine hydrogénase avec

libération d'une molécule d'hydrogéne. Le détail de ces réactions est

résumé dans la figure suivante.

,//27 CH_ - C - Enz - TPP +e

CH3 CO COOH 3

Fdox
N HS CoaA

TPP
FdRed

cH, - Cco - S Coa

Décarboxylation du pyruvate

L'acétyl CoA est la plaque tournante du métabolisme puisqu'il est
au départ de la formation des acides ou des solvants. Une partie de la
ferredoxine peut &tre mobilisée par les NAD(P)H - ferredoxine

oxydoréductase (PETIT DEMANGE et al., 1976).

H2

2H




IT - 4.1. Formation de l'acétate et du butyrate i partir de

1'acétyl CoA (Figure N° §)

la libération d'acétate se fait via ltacétyl phosphate avec
synthése d'une molécule d'ATP lors de 1l'hydrolyse de la liaison riche
en énergie (Figure N°8). Les deux enzymes intervenant sont la
phosphotransacétylase et l'acétate kinase.

La formation de butyrate 4 partir de l'acétyl CoA est un mécanisme
cyclique bien connu. La réaction de condensation entre les deux acétyl
CoA conduit a l'acéto-acétyl CoA. Ce dernier est transformé en butyryl
CoA par deux réductions et une déshydratation. Au niveau de ce cycle,
les deux moles de NADH2 provenant de la formation du pyruvate sont
réoxydées.

Le premier NADH, est réoxydé lors de la réduction de 1l'acétoacétyl

2
CoA en 3 - hydroxybutyryl CoA par la 3 - hydroxybutyrate
déshydrogénase. Une crotonase catalyse la réaction de déshydratation du
3 - hydroxybutyrate en crotonyl CoA. Une déshydrogénase 4 NAD est
responsable de la réduction de ce dernier composé en butyryl CoA. Au

cours de cette réaction, une seconde mole de NADH, est réoxydée.

2
Généralement, la libération du butyrate se fait par transfert du
CoA du butyryl CoA sur l'acétate. Cette réaction est catalysée par une
CoA-transférase. Plus rarement, comme dans le cas de 1l'acétate, le
butyrate peut étre formé via le butyryl phosphate sous l'action d'une

phosphotransbutyrylase et d'une butyrate kinase. Ces deux enzymes ont

pu étre mis en évidence chez Clostridium butyricum (GAVARD et al.,

1957 ; VALENTINE et WOLFE, 1960 ; TWAROG et WOLFE, 1960).
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Figure 7 : Voies generales du metabolisme chez
les Clostridia
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Figure 8 : Formation du butyrate et de 1l'acetate chez les CLostridia
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II - 4.2. Production d'acétone et d'isopropanol (Figure N° 9)

Clostridium acetobutylicum posséde une CoA transférase qui agit

sur l'acétoacétyl CoA et qui est caractéristique de cette espéce
(DOELLE, 1975). L'acétoacétate produit est décarboxylé en acétone.
Cette étape irréversible est réalisée par l'acétoacétate décarboxylase.
Cette série de réactions dévie l'acétoacétyl CoA de sa voie métabolique
normale : la production de butyrate. L'optimum d'activité des deux

snzymes concernés se situe 4 pH acide. Clostridium butylicum est la

seule bactérie capable de réduire l'acétone en isopropanol. Il posséde

en effet une isopropanol déshydrogénase qui n'agit que sur l'acétone.

IT - 4.3 Production de butanol et d'éthanocl (Figure N° 9)

La production d'acétone s'accompagne d'une baisse de la production
de butyryl CoA. La cellule doit donc trouver une voie pour réoxyder les
NADH2 produits au cours de la glycolyse. Dans ces conditions, le
butyryl CoA est réduit en butanol via le butyraldéhyde. L'aldéhyde
déshydrogénase NAD-dependante a une spécificité assez large et agit a
la fois sur le butyryl CoA et l'acétyl CoA. L'étape finale est réalisée
par une alcool déshydrogénase NAD-dependante qui agit sur le
butyraldéhyde‘et 1'acétaldéhyde. Pour la production de butanol i partir
de butyrate exocellulaire, le butyryl CoA est formé soit par le
transfert du coenzyme A entre l'acétyl CoA et le butyrate (réaction
inverse de la derniére étape du cycle butyrique), soit par condensation
de CoA et de butyrate en présence d'ATP si l'acétyl CoA est en quantité

faible dans la cellule.
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Figure N° 9 : Formation du butanol, acétone et isopropanol
par les CLostrnialum
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IT - 4.4 Activités NADH - Ferredoxine oxydoréductasique

L'élucidation de la réaction phosphoraclastique (MORTENSON et al.,
1963) laissait prévoir que la fermentation acétono butylique devait
dégager autant d'hydrogéne que de gaz carbonique. Or, lors de la
fermentation acide, la quantité d'hydrogéne produite est supérieure a
celle qui provient stoechiométriquement de la décarboxylation oxydative

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

production d'hydrogéne a partir de NADH, est possible griace a une
activité NADH-ferredoxine réductasique qui assure le transfert des
électrons du NADH sur la ferredoxine. Une activité ferredoxine NAD™
réductasique a été également mise en évidence par PETIT DEMANGE (1970)
chez d'autres Clostridium du groupe butyrique. En réalité, ces deux
activités sont le fait d'une seule enzyme allostérique la NADH
ferredoxine oxydoréductase (JUNGERMAN et al., 1975). OQutre cette

activité, il existe aussi chez Clostridium acetobutylicum, deux autres

oxydoréductases qui sont la NAD(P)H-ferredoxine oxydo-réductase (PETIT
DEMANGE et al., 1976) et la NADH-rubredoxine oxydo-réductase (PETIT
DEMANGE et al., 1979).

La NAD(P)H-ferredoxine oxydo-réductase ayant une activité
NAD(P)H-ferredoxine réductasique assez faible, elle sert
essentiellement & fournir le NAD(P)H nécessaire aux biosynthéses
(JUNGERMANN et al., 1973 ; PETIT DEMANGE et al., 1976). Toutefois son
- fonctionnement dans la formation de produits réduits peut é&tre
envisagée (BEN BASSAT et al., 1981) quant & la NADH-rubredoxine oxydo-
réductase, son rdle, sa fonction chez ce Clostridium restent i élucider

(PETIT DEMANGE et al., 1981).
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Les teneurs intracellulaires en acétyl CoA (JUNGERMAN et al.,
1971) et en NADH (PETIT DEMANGE et al., 1971) régulent l'activité de la

NADH-ferredoxine oxydoréductase.

+ +
NAD NADH+H IAD

¥

-+
2H

2H

Fd red © Fd ox ® ® Fed Red
NADH HSCoA
cu,SCoA

L'acétyl CoA intervient comme un activateur allostérique de
1ltactivité NADH-ferredoxine rédﬁctasique, il augmente la production
d'acides et d'hydrogéne moléculaire. Le NADH intracellulaire inhibe
1'activité ferredoxine NAD" réductasique et oriente la fermentation
vers les produits réduits (Butanol, éthanol). Ce mode de régulation de
la NADH-ferredoxine oxydo-réductase permet ainsi & la cellule
d'effectuer soit un métabolisme de type acide, soit un métabolisme de

type solvant.

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

Lors d'une fermentation butyrique, les NADH produits pendant la
glycolyse sont entierement ré-utilisés par le cycle de formation du

butyryl CoA.
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Figure 10 : Metabolisme de type acide
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Tous les équivalents réducteurs provenant de la décarboxylation
oxydative du pyruvate servent a la réduction de protons et a
1'excrétion d'hydrogéne. Lorsqu'il y a production d'acétate et de
butyrate, la cellule dispose d'un excés de NADH dont l'accumulation est
toxique. Le co-enzyme oxydé nécessaire au catabolisme peut &tre
régénéré via les activités NADH-ferredoxine réductasique et
hydrogénasique. C'est ainsi que la quantité d'hydrogéne produite est
supérieure a celle qui provient stoechiométriquement de la
décarboxylation oxydative du pyruvate. On a alors un rapport HZ/CO2
supérieur a 1.

Les coefficients stoechiométriques de la fermentation et le gain en ATP
(efficacité thermodynamique de la réaction) vont &tre déterminés par la
quantité x de NADH mobilisé au niveau de la ferredoxine (Figure N° 11).

Cette valeur n'a pas été déterminée pour Clostridium acetobutylicum,

mais elle est connue pour Clostridium pasteurianum qui a un métabolisme

acide identique a celui de la premiére phase de fermentation de

Clostridium acetobutylicum.

On considere que cette valeur est de l'ordre de 0,3 ce qui conduit au
bilan.

Glucose -—-—> 0,6 Acétate + 0,7 Butyrate + 3,3 ATP + 2C0,

IT -~ 4.6 Métabolisme de type solvant (Figure N° 12)

Dans le cas de la production de solvants, les besoins métaboliques
en NADH sont supérieurs & la quantité fournie par la glycolyse. La
NADH-ferredoxine oxydo-réductase par son activité ferredoxine - NAD™

réductasique va permettre de répondre aux exigences de la cellule en
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Figure 11 : Regulation du metabolisme chez Clostridium pastewrianum
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fournissant le NADH manquant & partir de la ferredoxine réduite. Cela
va se traduire par une diminution de la production d'hydrogéne et un

rapport HZ/CO2 inférieur a 1.

II - 4.7 Bilan énergétique

Lors de sa croissance, la cellule ayant besoin de beaucoup
d'énergie, va emprunter la voie productrice d'acides. Ainsi, pour la
production d'acétate et de butyrate, les bilans de fermentation peuvent
s'écrire individuellement :

glucose + 3ADP + 3Pi ---» butyrate + 2C0, + 2H2 + J3ATP

2
glucose + 4ADP + 4Pi ---» acétate + 2002 + 4Hz + 4ATP
L'activité de la NADH-ferredoxine oxydo-réductase va déterminer le
rapport acétate/butyrate et donc le nombre de moles d'ATP. Il sera
COmpris entre 3ATP/mole glucose si on a uniquement formation de

butyrate, 4ATP/mole glucose quand le glucose est fermenté uniquement en

acétate.

II - 4.8 Bilans des équivalents réducteurs

Au maximum de la glycolyse, 200 mM de NADH+H™ sont produits pour
100 mM de glucose dégradé. Si l'on se base sur les bilans donnés par
WOOD (1961) (Tableau VI), on peut déterminer les besoins en NADH+H™
nécessaires 4 la formation de chaque produit. C'est ainsi que l'on

remarque que Clostridium butyricum a un déficit de 50 mM en NADH+H™ et

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

supplémentaires. Par rapport aux 200 mM théoriques, ces différences
proviennent des activités ferredoxines oxydo-réductasiques ; dans le

cas de Clostridium butyricum (Figure N° 13) ou l'on a uniquement
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production d'acides, l'enzyme fonctionne dans le sens d'une production
supplémentaire d'hydrogéne (NADH-ferredoxine oxydasique), tandis que

dans celui de Clostridium acetobutylicum (Figure N° 14), la NADH-

. . oz . +
ferredoxine oxydo-réductase par son activité ferredoxine-NAD
réductasique va permettre de répondre aux exigences de la cellule en
fournissant le NADH manquant i partir de la ferredoxine réduite.

Clostridium acetobutylicum lors de la premiére phase de

fermentation a un métabolisme de type butyrique (comme Clostridium
butyricum) pour ensuite passer i un métabolisme de type solvant. Ainsi,
on voit que suivant 1l'avancement de la fermentation, le métabolisme et
surtout les activités enzymatiques peuvent fonctionner de fagon
totalement différente.

La production de solvants conduit a des bilans énergétiques moins
favorables a la cellule :

glucose + 2ADP + 2Pi ---» butanol + 2C0, + 2ATP

2
glucose + 3ADP + 3Pi ---> acétone + 3002 + JATP
Dans le cas de la production d'acétone, 1'ATP supplémentaire est fourni

par récupération de 1l'énergie libérée par 1l'hydrolyse de la liaison

thioester de 1l'acétoacétyl CoA.
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ITT - ASPECTS TECHNOLOGIQUES

La production d'énergie et d'intermédiaires de 1l'industrie
chimique peut s'effectuer i partir de molécules issues de la biomasse
et de déchets agro-alimentaires (TONG, 1978, 1979). Dans ce domaine, la
fermentation acétonobutylique peut dans certains cas, concurrencer la
fermentation méthanique (GOMA et al., 1981). La production industrielle
de solvants a fait 1l'objet de nombreuses mises au point
bibliographiques (BEESCH, 1952, 1953 ; VERGNAUD, 1967 ; HASTINGS,

1978 ; SPIVEY, 1978). Les limites actuelles du procédé ont été
largement soulignées et discutées. Il ne fait aucun doute qu'une
meilleure connaissance de la physiologie des micro-organismes
solvantogenes s'impose pour améliorer les pefformances des procédés

industriels.

IITI - 1. UTILISATION DES SUBSTRATS

L'intérét de Clostridium acetobutylicum réside dans sa capacité

d'utilisation d'une grande variété de substrats carbonés glucidiques.
Ce sont pour la plupart des sucres en C6 tels que le glucose, le
fructose (constituants des mélasses) (POMAR et al., 1977) et surtout
les sucres en C5 tels que l'arabinose (MADDOX, 1982), le xylose
(constituants des hémicelluloses) (LANGLYKKE et al., 1948 ;
NAKHMANOVICK et al., 1959 ; MES-HARTREE et SADDLER, 1982). Les

disaccharides comme le saccharose, le lactose et le cellobiose sont
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aussi utilisés ainsi que les polymeéres tels que 1'amidon (polymére A du
glucose) et 1l'inuline (polymére @ du fructose) (COMPERE et GRIFFITH,
1978).

Les substrats les plus couramment utilisés pour la production
d'acétone-butanol sont les amidons de grains (PETERSON et FRED, 1932)
et les mélasses (BEESCH, 1952 ; SPIVEY, 1978).

Plus récemment, la production de solvants a été étudiée sur
d'autres substrats comme le lactosérum (MADDOX, 1980), le topinambour
(WENDLAND et al., 1941 ; VAN de CASTELLE, 1982) et les hydrolysats
d'hémicelluloses (MADDOX et MURRAY, 1983 ; SADDLER et al., 1983).

Dans le contexte agricole national, ont été retenus pour la production
industrielle d'acétone et de butanol, deux types de substrats. Les jus
de tubercules (topinambours et betteraves semi-fourragéres) subissent
une‘hydrolyse acide qui conduit & l'obtention d'un milieu
fermentescible en acétone-butanol (Figure N° 15). Le deuxiéme type de
substrat est constitué par les substrats ligno-cellulosiques tels que
les tiges de mais. Leur fermentation en solvants nécessite une
hydrolyse préalable plus difficile que celle citée précédemment.

L'hydrolyse enzymatique par les cellulases de Trichoderma resei a été

choisie par 1'IFP (Figure N° 16).

Le principal probléme posé par l'utilisation des hémicelluloses
est la composition en sucres du milieu résultant de 1l'hydrolyse. On est
en présence de mélanges d'hexoses et de pentoses, et la capacité a

produire des solvants par Clostridium acetobutylicum varie

considérablement suivant le sucre. De plus, les sucres sont moins bien
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fermentés lorsqu'ils sont en mélanges (SADDLER et al., 1983). Enfin,
suivant 1'hydrolyse utilisée on peut avoir une baisse de la production
en solvants due a la préseéce de molécules inhibitrices.

Pour produire des solvants a partir de matiéres cellulosiques a
faible colit, on peut également envisager l'emploi de co-cultures entre
des bactéries cellulolytiques et solvantogénes. En effet, des exemples
d'associations symbiotiques stables entre céllulolytiques et

productrices d'éthanol ont été décrites. On peut citer la co-culture

entre Clostridium thermohydrosulfuricum, bactérie thermophile qui

fermente les mono et disaccharides en éthanol et COZ’ avec une bactérie

cellulolytique Clostridium thermocellum qui produit en culture pure,

éthanol, acétate, CO2 et H2 et excrete une cellulase active. Leur
association conduit a4 un meilleur rendement de conversion de la
cellulose et a4 une production accrue d'éthanol (Tableau VII).
L'amélioration du rendement de conversion du substrat par la co-culture
est due a 1'élimination des oses et des disaccharides par la bactérie
fermentative. Ces oligomeres glucidiques sont en effet des inhibiteurs

classiques de 1'activité des cellulases. Dans le cas de Clostridium

acetobutylicum, PETIT DEMANGE et al. (1983) ont montré que la co-

culture est possible avec une bactérie cellulolytique. Une plus grande
quantité de cellulose est dégradée par la co-culture mais seule la

premiére phase de la fermentation a lieu.




‘ Produits (%) aprés f - C. Zhemnmocellum

Tableau VIT : Produits de la fermentation de la cellulose par C. themmoceflum

en présence et absence de C. themohydrosul{uricum

(d'aprés NG et al., 1981)

C. thermocellum +

120 h. d'incubation (souche LQRI) P C. thewmohydrosul furicum
: X : i (souche 39 E) i
: Ethanol : : 105,3 : 180,0 :
i Acetats f 75,9 : 8,5 :
: Cellulose dégradee : : 5
: (%) (=) : 60 2 ‘100 :

(2) mMol/100 mMol d'équivalent d'anhydro-glucose
(x=) quantité de cellulose initiale 80 mg/10 ml
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ITI - 2. RENDEMENT

La fermentation acétono-butylique présente un faible rendement de
conversion du substrat en solvants (30-33%) et les productions
maximales de solvants ne dépassent que trés rarement 20 g/1. Ce mélange
de solvants obtenu est composé de 60-70% de butanol, 15-40% d'acétone
et de 1'ordre de 6% d'éthanol. On note que d'importantes quantités de
gaz sont produites au cours de cette fermentation, principalement du
COz. De nombreux auteurs attribuent au butanol ces faibles
performances. A cdté de 1l'amélioration génétique de la résistance de
souches, des solutions technologiques sont envisagées. L'extraction
actuellement utilisée est la distillation du molit de fermentation. Mais
ce procédé est cofliteux en énergie. Une étude récente (MADDOX, 1982)
montre qu'il est possible de récupérer le butanol en utilisant les
silicalites. On peut adsorber jusqu'a 85 mg de butanol par g de
silicate. Le procédé d'extraction peut &tre une alternative
intéressante a la distillation d'autant qu'il peut permettre de lever
une partie de l'inhibition causée par le butanol. Une autre fagon
d'augmenter les rendements serait l'utilisation de cellules fixées.
Mais ce procédé n'en est qu'au stade expérimental. Cependant, bien que
les concentrations obtenues soient encore faibles, elles démontrent la

faisabilité du procédé en continu (HaCOSTRGM et al., 1980, 1981, 1982).
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ITT - 3. UTILISATION DES RESIDUS

L'utilisation des vinasses et des gaz permettrait le développement
d'une filiére intégrée a coilit énergétique réduit. En effet, la
distillation des mofits fermentés dont la teneur en solvants est de
20 g/1 engendrent des quantités importantes de vinasses fortement
chargées en matiéres organiques. Jusqu'a présent, les vinasses sont
concentrées, atomisées et utilisées en supplément d'aliments du bétail.
Cette poudre contient 30% de protéines et 80 mg/g de riboflavine. Mais
la consommation énergétique est importante. Dans ce cas, la
fermentation méthanique semble étre une filiére bien adaptée au
couplage dépollution - valorisation énergétique de ce type de résidus.
Par ailleurs, les gaz se dégageant lors de la fermentation
acétonobutylique semble pouvoir &tre convertis en méthanol. Ce procédé
(procédé CDH de topsee) s'effectue 4 250°C-300°C et 4 basse pression ;
un rendement de plus de 90% (basé sur le COZ) est obtenu (MOREIRA,
1982). Enfin, il reste & exploiter le procédé A deux étapes, c'est &
dire avec séparation de la phase d'acidogenése de celle de

solvantogenése. Ce concept est actuellement développé chez GOMA a

1'T.N.S.A. de TOULOUSE (communication personnelle).
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CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES

I - TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES

I - 1. TECHNIQUES GENERALES

a) Isolement
Les isolements sont réalisés en chambre anaérobie sous atmosphére
NZ/COZ/HZ (75/15/10) par étalement sur boite de Pétri. Les milieux sont

dans ce cas additionnés de 20 g/1 d'agar.

b) Culture en flacons pénicilline

L'inoculation et les prélevements se font i travers des bouchons
en butyl, grice a des seringues stériles. L'élasticité du butyl permet
d'effectuer de nombreux prélévements sans risque d'entrée d'air, ni de
contamination. Les bouchons sont flambés a l'alcool avant chaque

pigquage.
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c) Culture en fermenteur

Ces cultures ont été réalisées dans un fermenteur de deux litres
équipé d'une régulation de pH par addition de soude 5N. Les
prélévements de milieu sont effectués stérilement a la seringue a
travers un septum en butyl. Le volume de milieu est de 1,8 1, il est

ensemencé par 50 ml de pré-culture.

I - 2. TECHNIQUES DE MUTAGENESE

a) Ethyl Méthane Sulfonate (EMS)

A 0,1 ml de culture pris en phase exponentielle, sont ajoutés des
quantités croissantes d'EMS (20 ul, 30 ul, 40 ul) et 1 ml de tampon.
Aprés 20 minutes d'incubation a 37°C, 0,1 ml de ces échantillons
servent d'inoculum a des milieux CAM contenant des concentrations
croissantes de butanol (de 0 & 25 g/1). La croissance est mesurée par

turbidimétrie.

b) Gradient en boite
Cette techniquedconsiste a couler une demie-boite de Pétri incliné
avec de la gélose contenant 30 g/1 de butanol (Figure N° 17). La
deuxieme partie de la boite est coulée avec une gélose sans butanol.
Ainsi on établit entre les bords de la boite une concentration en
butanol allant de 0 & 30 g/1. Théoriquement on a au milieu de la boite
une concentration de 15 g/1 de butanol. 1 ml d'une culture en phase

exponentielle de croissance est étalé par dissémination sur la boite.

Les souches poussant dans la zone d'inhibition, aprés avoir été
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isolées, ont été purifiées. Elles sont ensuite repiquées dans des
milieux liquides contenant des concentrations croissantes de butanol.

La croissance est mesurée par turbidimétire.

1 - 3. CONDITIONS DE CULTURE

1 - 3.1 Température

La température a été fixée a4 35°C pour toutes les cultures sauf
lors des cinétiques de croissance en fonction de la température. Les

températures sont alors de : 24°C, 27°C, 30°C, 34°C, 37°C, 40°C, 45°C.

1 - 3.2. pH

a) Souche solvantogéne

Le pH initial des milieux est ajusté & pH 6,1. Le Ca 003 a 3,6 g/1
évite une baisse du pH en dessous de 5,0. Lors de la cinétique de
croissance en fonction du pH, le tampon succinate (55 mM) est utilisé
pour les essais avec un pH initial compris entre 4,5 et 5,5 ; le tampon
phosphate (68 mM) permet d'ajuster le pH initial du milieu entre 5 et

8.

b) Souche cellulolytique

Le pH initial de culture est de 6,7. Lors d'une cinétique de
croissance en fonction du pH, le tampon PIPES (50 mM) est utilisé

conjointement avec un tampon carbonate. Les pH varient de 5,6 & 7,4.
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II - MILIEU DE CULTURE

IT - 1. MILIEU POMMES DE TERRE

Ce milieu est bien adapté a l'isolement de bactéries amylolytiques
et il conduit & une bonne germination des spores.
Sa composition est la suivante :

Purée de pommes de terre : 250 g

- Glucose 10 g
- co 2
Ca 3 g
- S 2
(NH,), SO, g
- Eau qgsp 1 litre

IT - 2. MILIEU CFM MELASSES

Ce milieu est trés voisin des milieux utilisés industriellement.
I1 est utilisé pour tester l'aptitude des souches isolées a 1la
production de solvants. Il correspond au milieu CFM décrit par BARBER

et al. (1979).

Mélasses 134 ¢

(NH,), SO, 2

- Ca CO 1
a 3 g

Amidon 1g

Eau qsp 1 litre
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IT - 3. MILIEU SEMI-SYNTHETIQUE

De composition bien définie, il sert i tester la fermentation des
substrats carbonés et la croissance des bactéries en fonction des
conditions du milieu. Il sera dénommé C.A.M. (sans carbonate de
calcium) et C.A.M.C. (avec carbonate de calcium).

Sa composition est la suivante :

- Solution macro-minérale 50 ml
- Solution d'oligo-éléments 10 ml
- Solution de vitamines 5ml
- Extrait de levure 5 g
- Hydrolysat de caséine 0,5 ¢
- NH4 Cl 0,5 ¢
- Asparagine 0,5¢
~ Acide para-amino-benzoique 1 mg
- Ca 0O, 3,6 g

Résazurine (indicateur de potentiel rédox) 1ml

Le pH est ajusté & 6,1.

Les solutions macro-minérales, d'oligo-éléments et de vitamines
sont celles décrites par ZEIKUS et al. (1972).

Ce milieu est préparé et réparti selon la technique classique de
culture des anaérobies strictes (MILLER et WOLIN, 1973). Avant
inoculation, il est réduit par 2% (v/v) de solution cystéine-sulfure.
La source de carbone est préparée et stérilisée séparément. Elle est
ajoutée au milieu juste avant 1'étape de réduction. Sa concentration

finale est de 60 g/1.
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II - 4. MILIEU K2

Ce milieu est utilisé pour la culture de bactéries

cellulolytiques.

Solution macro-minérales 50 ml

Solution de traces minérales 10 ml

t

-~ Solution de vitamines 10 ml
- Extrait de levure lg
- NH, C1 1

4 g
~ Résazurine 1 ml
~ Cystéine HCl 0,5 ¢

On fait bouillir puis on refroidit sous NZ/CO2 (85/15).
Le pH est ajusté 4 6,7 par 1l'addition de KHCO3.
Si la source de carbone est le glucose ou le cellobiose, ils sont

rajoutés séparément sous forme concentrée i travers un filtre Millex.

Quant a la cellulose, elle est rajoutée juste avant autoclavage.

II - 5. "REINFORCED CLOSTRIDIAL MEDIUM" : RCM

Ce milieu commercialisé par Oxoid, congu pour les bactéries
anaérobies, est utilisé pour la propagation et la conservation des

souches.
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III - TECHNIQUES ANALYTIQUES

IIT - 1. DOSAGE DES SUCRES

Les sucres totaux sont dosés par la méthode 4 1l'anthrone
sulfurique (DREYWOOD modifié par LOEWUS) sur une chaine i flux continu
Technicon.

Les mono- et disaccharides sont dosés au réfractometre apres
séparation par chromatographie liquide haute pression (WATERS) sur une
colonne Merck Lichrosorb NH2 (5 m- 3mm x 25 cm). Les sucres sont

élués par un mélange acétonitrile/eau (80/20) & un débit de 1,2 ml/min.

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

Les acides gras volatils et le butanol sont séparés et dosés par
chromatographie en phase gazeuse. Les conditions opératoires sont les
suivantes :

-~ Chromatographe VARIAN 3700 muni d'un détecteur a ionisation de
flamme (F.I.D.).

- Colonne en inox de 2,5 m x 1/8" remplie de Chromosorb W.A.W
100-120 Mesh imprégné a 25% de NPGA (néopentyl glycol adipate) et 2%
d'acide phosphorique.

- Gaz vecteur : azote saturé en acide formique (débit 30 ml/min.)

- Température de colonne : 150°C

- Température de l'injecteur et du détecteur : 170°C
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La détermination quantitative des acides gras volatils et du
butanol est réalisée par la méthode de l'étalonnage interne. L'étalon

interne utilisé est 1l'acide tri-méthyl-acétique (acide pivalique).

IIT - 3. DOSAGE DE L'ACETONE, DE L'ETHANOL ET DE L'ISOPROPANOL

L'acétone, 1l'éthanol et l'isopropanol sont dosés par
chromatographie en phase gazeuse. Les conditions opératoires sont
analogues a celles du dosage des acides gras volatils & l'exception de
la température de colonne qui est programmée comme si:it : d'isotherme a
80°C (5 min.), elle suit une programmation linéaire jusqu'a 160°C

(4°C/min).

La détermination quantitative des alcools est réalisée par la

méthode de 1!'étalonnage externe.

IIT - 4. DOSAGE DE L'ACIDE LACTIQUE

L'acide lactique est dosé par chromatographie liquide haute

performance (HPLC) en phase inverse. Les conditions opératoires sont

les suivantes :
- Colonne radial pack C 18 (10 m)

- Eluant : tampon phosphate 0,2 M pH 3, débit 1,2 ml/min.

—~ Détection en ultra violet a 210 nm.




III - 5. DOSAGE DES GAZ (HYDROGENE, GAZ CARBONIQUE)

Les gaz sont séparés et dosés par chromatographie gaz-solide. Les

conditions expérimentales sont les suivantes :

\ - Chromatographe PYE UNICAM G.C.D. équipé d'un détecteur a
conductivité thermique

- Gaz vecteur azote : débit 45 ml/mn

Température de colonne : 50°C

Température d'injection : 60°C

Température du détecteur : 100°C

III - 6. MESURE DU VOLUME DE GAZ DEGAGE

Le volume de gaz produit est déterminé grdce 4 un compteur a

impulsion (MOLETTA et ALBAGNAC, 1082).

III - 7. MESURE DE LA BIOMASSE BACTERIENNE

Elle est réalisée par turbidimétrie & 580 nm en tube de 16 mm de
diamétre (résazurine réduite) et 4 680 nm lors de cinétique de

fermentation (résazurine oxydée).

III - 8. ESTIMATION DE LA CELLULOSE

La cellulose résiduelle est dosée par filtration sous vide sur
Whatman GF/C. Le giteau est pesé aprés ringage 4 1'acide formique et

séchage a 1'étuve.
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CHAPITRE III : RESULTATS

I — ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE SOUCHES SOLVANTOGENES SAUVAGES

I - 1. ISOLEMENTS

L'isolement de souches solvantogénes a été réalisée a partir de
huit échantillons de sols et de végétaux en décomposition aprés

enrichissement soit sur xylane soit sur amidon (Figure N°1§).

I - 1.1. Isolement de bactéries xylanolytiques

Nous avons isolé 17 souches xylanolytiques mésophiles. Aprés 3
cultures d'enrichissement sur milieu CAM contenant 5 g/1 de xylane, les
isolements ont été réalisés sur milieu gélosé. Un double cldnage a été
effectué pour s'assurer de la pureté de ces souches. Les souches
xylanolytiques ont été classées en 3 groupes suivant leur morphologie

et les produits formés :
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:Groupe: Nombre de souches : Produits finaux : Morphologie
1 : 11 : acétate + éthanol : bacilles gram_spore+:
2 : 4 : acétate + butyrate : bacilles gram+spore+:
3 : 2 : acétate : coques gram+

Toutes les souches en forme de bacille sont sporulées. Deux isolats
sont des coques gram+ qui produisent uniquement de l'acétate. Aucune
production de solvants (acétone, butanol) n'a été observée avec ces

isolats.

I - 1.2. Isolement de souches sporulées amylolytiques

Des milieux pommes de terre ont été inoculés puis soumis & un choc
thermique (80°C - 10 mn) de facon & détruire toutes les formes
végétatives. Les flacons ou la fermentation s'est déroulée le plus
rapidement (observé par la cinétique de production de gaz) ont servi &
ensemencer des milieux CFM mélasses.

Un premier test fermentaire a été effectué a ce niveau. La présence de
butanol a été décelée dans tous les flacons. L'isolement a été réalisé
sur milieu gélosé CFM- mélasses par dissémination sur boite de Pétri.
Pour s'assurer de la pureté des cultures, les colonies sont clonées une
seconde fois.

A partir de 5 échantillons d'origine différente, 41 souches ont
été isolées dont 19 productrices de solvants. Les autres souches
effectuaient une fermentation butyrique classique. Parmi les souches

solvantogenes, 5 offraient des potentialités intéressantes, c'est a




Echantillons

Milieu CAMC Xylanne Milieu Pomme de terre
. ch t i
leenrichissement \L oc thermique
82°C - 10 mn
\ 4 )
Milieu CFM mélasses,J
) . .
2 enrichissement ¥
A 4
e . o
3 enrichissement
W

Isolement sur

Isolement sur milieu e q . -
S a m milieu gelosé CFM

gélosé (1e ¢ldnage)

Mélasses
1 .na
2n cldénage 2nd clonage
Milieu liquide Milieu liquide CFM

Figure 18 : Schéma d'isolement




- 47 -

dire produisaient des quantités de butanol supérieures i 12 g/1
lorsqu'elles étaient cultivées en flacons pénicilline étanches. Elles
ont été groupées a l'aide des caractéres morphologiques classiques
(examen 4 1'état frais, coloration de Gram) et de tests de fermentation

des sucres (galerie API 20A).

I - 2. CARACTERISATION DES ISOLATS

I - 2.1. Galerie API 20A

Les isolats ont été comparés a une souche de collection

Clostridium acetobutylicum NCIB 8052. Les galeries sont un moyen

commode et rapide pour effectuer un regroupement des isolats.
Cependant, leur utilisation pour l'identification des bactéries
solvantogenes est assez limitée car les résultats obtenus sont parfois
en contradiction avec ceux des manuels de taxonomie (Bergey's manual
par exemple). Ainsi, nous avons pu noter avec la souche de référence

Clostridium acetobutylicum NCIB 8052 les deux contradictions sui-

vantes

- cette espeéce, classée parmi les protéolytiques, donne un test
d'utilisation négatif sur galerie,

- a 1'opposé, selon le Bergey's, elle n'utilise pas le cellobiose
alors que le résultat de fermentation de ce sucre sur galerie est
positif.

On peut cependant distinguer 3 groupes d'importance inégale (Tableau
VIII). Les bactéries de ces groupes sont des germes gram+ devenant
gram- lorsque la culture est dgée ; leur spore est en position

subterminale.
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Le groupe C est un groupe hétérogeéne qui contient uniquement des
souches faiblement solvantogénes et qui fermentent tres peu de
substrats. Ces souches n'ont donc pas retenu notre attention.

Le groupe A est le plus petit groupe ; il ne compte que trois
bactéries. Le groupe B en renferme 6. Les bactéries du groupe B se
distinguent de celles du groupe A par leur aptitude & fermenter le
mélézitose, le raffinose et le glycérol.

Des tests complémentaires seraient nécessaires pour attribuer une
place taxonomique précise aux souches des groupes A et B. Toutefois, en
se basant sur la fermentation des sucres, il est posssible d'identifier

le groupe A a 1l'espéce Clostridium acetobutylicum.

I - 2.2, Fermentation des glucides en flacon

A partir d'essais préliminaires de fermentation en flacons sur
milieu CFM mélasses, 5 souches ont été retenues en fonction de leur
production de solvants, ce sont : dans le groupe A : 8bbA, DLB 6 DBA,
DLB 6 DBC et dans le groupe B : 8bbB, 6 x BD.

Pour étudier la production de solvants i partir de différents sucres,
nous avons utilisé le milieu de base CAMC. Les performances ont été

comparées a celles de la souche Clostridium acetobutylicum NCIB §052.

Les essais sont réalisés en flacons bouchés de 100 ml renfermant 50 ml
de milieu & une concentration finale de 60 g de sucre/l. Les
productions de solvants sont mesurées aprés 106 heures d'incubation a
35°9C. Quelque soit le substrat, le pH final des cultures variaient

entre 4,5 et 5,2.




- 49 -

a) Fermentation du glucose (Tableau IX)

Le pH final des cultures est d'environ 5-5,2. Le glucose n'est
utilisé que trés partiellement (1/4 4 1/5 de la quantité initiale selon
les souches). Quatre souches se distinguent par leur utilisation du
glucose et leur production élevée de solvants ; il s'agit de DLB 6 DBA,
DLB 6 DBC (groupe A) et 8bbB, 6 x BD (groupe B). Au sein de chaque
groupe, les bilans de fermentation du glucose sont pratiquement
identiques. Nous avons donc retenu pour la suite des essais les deux
bactéries qui paraissaient légérement plus performantes : DLB 6 DBC
(groupe A) et 6 x BD (groupe B). Aprés 100 heures de fermentation, ces

deux bactéries, contrairement aux autres souches testées, produisaient

encore du gaz en quantité non négligeable.

b) Autres glucides fermentés (Figure N° 19) [?US. }
S) Y }

Sur xylose et fructose, ces deux souches se sont révélées plus
performantes que la souche témoin. Sur fructose, on observe
comparativement a 1l'essai sur glucose, une solvantogenése plus
importante (c'est essentiellement la production de butanol qui est en

augmentation) et, sur xylose, la production totale de solvants est plus

faible, mais cela est du a une production quasi négligeable d'acétone,
la production de butanol se maintenant autour de 6 g/1. Sur cellobiose,
la production de solvants a été supérieure a celle obtenue sur glucose,
la souche 6 x BD ayant un bilan supérieur de 10% aux deux autre souches
qui donnent une production de solvants 4 peu prés identique (9 &

9,5 g/1). Sur amidon, la production de solvants était supérieure a
celle observée sur glucose. La souche 6 x BD avait un bilan semblable &

la souche de référence. La production de solvants obtenue avec la
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souche DLB 6 DBC était presque de 20% supérieure aux deux autres
souches. Dans tous les cas, en concentration, les acides gras volatils
résiduels étaient plus faibles que sur monoméres. Sur inuline, la
souche 6 x BD donne les résultats les plus faibles. La production de
DLB 6 DBC est pratiquement la mé&me que celle de la souche de référence
(10,4 - 10,5 g/1). La souche 6 x BD utilise mieux le monomére fructose
que son polymére a l'inverse de NCIB 8052 qui a une production de
solvants deux fois supérieure sur inuline. Cependant, ces résultats
sont & interpréter avec prudence, l'inuline ayant été stérilisée par

autoclavage.

I - 2.3. Influence de la température sur le taux de

croissance

La température optimale de croissance a été déterminée sur des
cultures réalisées sur milieu CAM 4 2,5 g/1 glucose et incubées 12
heures.

L'ensemble des souches testées est capable de pousser entre 24°C
et 37°C (Figures N°20 a et b). Aucune d'entre elles ne pousse a 40°C.
Les taux de croissance les plus élevés (situés autour de 0,55 hil) sont
obtenus entre 30°C et 37°C avec un maximum & 34°C. Les souches de

Clostridium acetobutylicum sont données dans la littérature (BUCHANAN

et al., 1974 ; STEEL, 1958) comme ayant une température optimale de
croissance a 34°C. Nos essais confirment ici cette observation, la
souche 6 x BD a un optimum de croissance {Fm = 0,52 h_l) pratiquement
identique a la souche de collection. Le taux de croissance maximal des

trois autres souches est un peu plus élevé (0,58 h_l).
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I - 2.4. Etude du taux de croissance et de la production de

solvants en fonction du pH

Nous avons déterminé les taux de croissance pendant la phase
exponentielle et la production de solvants des souches NCIB 8052 et
6XBD. Pour cela nous avons utilisé le milieu C.A.M. & 2,5 g/1 de
glucose a différents pH. Le temps d'incubation est de 12 heures et la
température de 35°C. Les taux de croissance maximaux observés sur les 2
souches sont identiques (0,52 h_l). Mais ils sont situés a des pH
différents ; entre pH 6,1 et 6,4 pour la souche NCIB 8052 (Figure
N° 21) et entre pH 5,5 et 7,1 pour la souche 6XBD (Figure N° 22). La
nature des produits formés varie en fonction du pH initial. Pour des pH
supérieurs 4 6,4 (6XBD) ou 6 (NCIB 8052) on a essentiellement la
formation de butyrate. L'acétate est produit en quantité gquasiment
constante (0,4 g/l quel que soit le pH). la production de butanol est
maximale entre pH 5 et 5,9 pour la souche 6XBD (0,9 g/1) et a4 pH 5,5
pour la souche NCIB 8052 (0,28 g/1). Dans ces conditions de culture,
1'acétone est produit uniquement par la souche 6XBD entre pH 5,4 et
6,4. La souche 6XBD présente un taux de croissance élevé méme & pH 5,5
(0,48 h_l) et produit des quantités notables de solvants méme dans ces
conditions de culture peu favorables (sucres limitants : 2,5 g/1). Dans
les mémes conditions, la souche de collection posséde un taux de
croissance beaucoup plus faible et est incapable de fermenter la

totalité du substrat.
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I - 2.5. Cinétique de dégradation du glucose

Les performances de la souche 6XBD ont été comparées & celles de
la souche de collection aprés 120 heures d'incubation & 35°C avec une
concentration initiale en glucose de 60 g/1, en fermenteur de 2 1 sur
milieu CAM régulé & pH 5,2 (Na OH 5N).

Les deux cinétiques de dégradation du glucose sont représentées
sur les figure N° 23 et N° 24. L'allure des deux cinétiques est
semblable. Le taux de croissance est maximal au bout de 10 heures ; il

1 pour la souche NCIB 8052 et de 0,64 h_1 pour la souche

est de 0,65 h™
6XBD. La concentration en acides est maximale au bout de 20 heures,
pulis on assiste & une baisse du taux de croissance correspondant a la
production de solvants. Elle est concomitante a4 une baisse de la
concentration en acides. La production de gaz et la production de
solvants cessent aprés 125 heures. La proportion en 002 et H2 varie au
cours de la fermentation ; de 70% H2 et 30% CO2 au départ, elle est de
50% CO2 et 50% H2 4 12 heures de fermentation puis se stabilise & 60%
CO2 et 40% H, jusqu'a l'arrét de la fermentation. En fin de culture, la
concentration en glucose résiduel est de 14 g/1 (6XBD) et 22 g/1 (NCIB
8052).

Le fait remarquable dans les deux cinétiques est la correspondance
entre la baisse de la concentration en acides et l'accroissement de la
production de solvants. Ayant atteint des concentrations situées entre
0,7 ¢/1 et 1 g/1, les acides ne sont plus produits et on assiste 3 une
augmentation de la concentration en solvants. Puis, le ralentissement
de la production de solvants s'accompagne d'une reprise de 1la

production d'acides. Ceci se produit jusqu'a la fin de la fermentation.

On remarque surtout ce phénoméne en suivant 1l'évolution du butyrate et
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du butanol. L'effet est moins marqué avec l'acétate et l'acétone. La
production de solvants n'a lieu que lorsque le pH a baissé jusqu'a 5,1.
Cette valeur est en accord avec celle donnée dans la littérature
(BEESCH, 1952). Comme on pouvait s'y attendre lors des essais sur
1'influence du pH sur le taux de croissance, pendant 25 heures de
culture, 6XBD donne plus de biomasse que de NCIB 8052 et cela se
traduit par une meilleure production de solvants et une meilleure
utilisation des sucres.

Les bilans de ces fermentations sont présentés dans le tableau X.
Le rendement en solvants de 6XBD est de 30% supérieur & NCIB 8052. La
production de solvants obtenue avec la souche 6XBD (12 g/1) est de plus
de 50% supérieure i celle observée lors de l'essai en flacons
(8 g/1). Le méme phénomeéne est remarqué avec la souche de collection
qui double sa production de solvants en fermenteurs. Cette différence
peut s'expliquer par une meilleure utilisation des sucres (2 fois
supérieure a4 celle en flacons) & pH régulé a 5,1. Il est également
possible qu'il y ait un effet inhibiteur d & de trop fortes pressions

partielles de CO2 et d’H2 dans le cas des essais en flacons.

I - 2.6. Conclusion

La souche de référence Clostridium acetobutylicum NCIB 8052 que

nous avons utilisée nous a été fournie gracieusement par 1'I.F.P. Elle
est réputée donner de bonnes productions de solvants a partir d'inuline
(utilisation de topinambour). Cela s'est vérifié dans nos tests en
flacons pénicilline. En régle générale, cette souche se comporte bien
sur les di et polybsides. Cette souche utilise le cellobiose

contrairement aux données du Bergey's.
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Les différents isolements effecfués aprés choc thermique (80°C,

12 min.) nous ont permis de sélectionner des souches ayant des
capacités d'utilisation de substrats et de production de solvants
supérieure a la souche de collection choisie.

Ces résultats confirment ceux de CALAM (1980) & savoir que la
recherche de nouvelles souches issues de biotopes naturels peut
permettre 1'obtention de souches plus performantes.

Les deux souches sélectionnées (6XBD et DLB 6 DBC) présentent une
solvantogenése intéressante sur un plus grand nombre de substrat que la
souche de collection.

La production de solvants est plus importante sur les mono- et
disaccharides pour la souche 6XBD.

Pour l'ensemble de ces souches, la production totale de solvants
est la plus faible sur xylose. Dans ce cas, il faut remarquer que la
production d'acétone est négligable, ce qui donne des rapports
butanol/acétone supérieurs a 10,

Sur des pentoses (xylose, arabinose) provenant d'hydrolysats
d'hémicelluloseS, MES-HARTREE et al. (1982) ont aussi observé de
faibles productions de solvants. Cette solvantogendse moins intense sur
pentoses semblerait provenir d'une accumulation excessive d'acides et
de leur réduction plus faible en alcools correspondants. VOLESKY et al.
(1983) reprennent & leur compte cette hypoth&se. Mais on peut penser
que les régulations des voies métaboliques de dégradation des pentoses

sont différentes de celles des hexoses.
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IT — ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UNE SOUCHE TOLERANTE AU BUTANOL

IT - 1. OBTENTION DU MUTANT B6

Par la technique classique de mutation & 1'éthyl méthane sulfonate
(EMS), nous n'avons pas pu obtenir de mutants modifiés dans leur
résistance, c'est 4 dire tolérant plus de 13 g/l de butanol. Par
contre, par étalement en surface sur une gélose en coin avec gradient
de butanol (SZYRALSKI et al., 1952), nous avons observé sur la boite
deux zones (Figure N°25). Une zone de croissance normale et une zone ol
la croissance est inhibée, les colonies étant de plus en plus
dispersées au fur et a& mesure que l'on se rapprochait du bord ou 1la
concentration en butanol était maximale. La croissance des souches
poussant dans la zone d'inhibition a été testée sur des milieux
contenant des concentrations croissantes en butanol. La souche
sélectionnée, dénommée BO6, poussait & des concentrations en butanol
supérieures a la concentration inhibitrice pour la souche sauvage 6XBD
et aux autres souches testées. La souche B6, lors de la fermentation du
glucose, présente la méme évolution morphologique que la souche sauvage
6XBD (microscopie optique) dont elle est issue. En flacon pénicilline,
elle conserve sa capacité de fermenter les mémes sucres que la souche
sauvage d'origine. Les productions de butanol sont sensiblement
supérieures a celles de la souche sauvage ; seule l'inuline est

fermentée un peu plus lentement.
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IT7 - 2. INFLUENCE DU BUTANOL SUR LA CROISSANCE

La résistance au butanol de la souche sauvage 6XBD, du mutant B6
et de la souche de collection NCIB 8052 a été déterminée sur les
cellules végétatives (Figure N° 26). Quelque soit la concentration en
butanol, le mutant B6 présente une meilleure tolérance au butanol que
les deux autres souches. Si 10 g/1 de butanol inhibe de 50% la
croissance (Pmax/z) de NCIB 8052 et 6XBD, 11 g/1 sont nécessaires pour
inhiber de 50% celle du mutant B6. A 13 g/1, la croissance de Bf est
encore acceptable alors que celle des autres souches est totalement

inhibée (Tableau XI).

II - 3. CARACTERISATION CINETIQUE DE LA SOUCHE B6

Les fermentations du glucose (60 g/1) par la souche sauvage 6XBD
et par le mutant B6 ont été comparées en fermenteurs de 2 litres i pH
régulé 4 5 (Figures N°27 a & b). La souche B6 présente une meilleure
croissance (0,9 h.1 contre 0,63 h‘1 pour 6XBD) parallélement 4 une
utilisation des sucres plus rapide et une concentration finale en
cellules plus importante. Toutefois, le pourcentage d'utilisation des
sucres est pratiquement identique. La souche B6 a produit 14 g/1 de
butanol {soit 02% de la production finale) en 30 heures de
fermentation. Dans le méme temps, la souche sauvage n'a produit que
5 g/1. La concentration finale en butanol est de 15,4 g/1 soit 54% de
plus que la quantité produite par la souche sauvage (10 g/1). Lors de
ces deux fermentations, la production d'acides a été faible car la

régulation du pH a 5 favorise, comme nous l'avions déja montré, la
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production de solvants. Dans ces conditions, les rendements de
conversion (solvants en gramme par gramme de sucre utilisé) sont
nettement plus élevés pour la souche mutante B6. On remarque que pour
la souche B6 le rendement est supérieur au rendement théorique (0,42 g
solvants/g glucose pour 0,39 g solvants/ g glucose théoriquement).
Cette différence doit &tre due a la quantité assez importante d'extrait

de levure présent dans le milieu de culture (5 g/1). (Tableau XII).

IT - 4. CONCLUSION

Le développement de la fermentation acétonobutylique est limité
par la faible concentration en produits notamment le butanol qui ne
dépasse généralement pas 13 g/1.

Dans le but d'améliorer les performances de cette fermentation,
nous avons sélectionné un mutant B6, en utilisant une technique
relativement simple. Ce mutant, bien que présentant une tolérance au
butanol & peine plus élevée que celle de la souche sauvage
(amélioration de 1 g/1) présente des taux de croissance et des
productions de solvants en fermenteur nettement supérieurs, sans
modification de 1'éventail des sucres fermentés. YU-LONG LIN et al.

(1983) ont isolé un mutant de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 plus

résistant puisque son taux de croissance maximal est diminué de moitié
pour une concentration en butanol initial de 15 g/1 tandis que la
souche meére ne pousse plus & cette concentration. Cependant la

production de butanol n'est guere améliorée (+ 1 g/1).
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D'une fagon générale, tous les travaux portant sur la résistance
aux solvants concernent des bactéries en croissance donc sous leur
forme végétative. On peut alors douter de 1l'extrapolation de ces
résultats puisqu'il semblerait que ce soient les formes clostridiales
qui sont responsables de la production de solvants (JONES et al.,
1982).

Sur une souche de Clostridium acetobutylicum P262, les formes

clostridiales résistent environ 8 heures a4 17 g/1 de butanol. Mais au
bout de 18 heures, elles sont compldtement lysées. Par contre, un
mutant de membrane de P262, lyt-1, présente une croissance des formes
végétatives améliorée (contrairement & la souche mére, le mutant
présente une croissance dans un milieu contenant 12 g/1 de butanol).
Ces formes clostridiales sont extr&mement stables et résistent a 27 g/1
de butanol pendant plus de 24 heures. Ces observations laissent
entrevoir une relation étroite entre la résistance aux solvants et les
propriétés de la membrane. Cette hypothése est appuyée par MOREIRA et
al. (1981) qui observaient une modification des activités de certains
enzymes membranaires en présence de butanol.

Le butanol par son caractére hydrophobe, perturberait la mise en
place des phospholipides entrant dans la composition de la membrane.

I1 semble donc qu'il faille s'orienter, comme cela a été suggéré
par M. SEBALD (1982), vers la sélection de souches résistantes &
1'action d'agents ayant pour site la membrane, pour obtenir des mutants

plus résistants au butanol.
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IITI - INFLUENCE DES CONDITIONS INITIALES DE CULTURE SUR LES PRODUCTIONS

DE SOLVANTS

La fermentation acétonobutylique est une fermentation complexe ou
de nombreux facteurs peuvent intervenir. Dans un premier essail, nous
avons étudié en flacons pénicilline 1'influence de 4 parametres
(inoculum, sucre, acétate, butyrate) sur les bilans de fermentation de
la souche sauvage 6XBD, 4 1'aide d'une méthode permettant de dégager
grossiérement 1'influence des paramétres choisis. Les résultats obtenus
ont ensuite été vérifiés en fermenteur de 2 1. Puis, nous avons étudié
1'influence de l'ajout d'acides sur la croissance et la production de
butanol par la souche B6 au regard de 1l'exprérience acquise sur la
souche sauvage. Enfin, en vue de la fermentation d'hydrolysats de
polymeres naturels, il nous a paru important d'examiner les bilans de
fermentation de mélange des principaux sucres constituants, c'est a
dire glucose, xylose, fructose. Le saccharose a été également inclus

dans cette étude car il nécessite l'intervention d'une invertase.

ITIT - 1. INFLUENCE DES ACIDES SUR LA PRODUCTION DE SOLVANTS PAR

6XBD

IITI - 1.1. Etude en tubes

Une méthode statistique basée sur la technique du carré gréco-
latin a été utilisé (AUDEN et al., 1067). Elle permet de déterminer

1'influence de 4 variables sur la production de solvants. Dans notre
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cas, nous avons étudié 1l'influence de 1l'acétate, du butyrate, du
glucosé et du volume d'inoculum. Les essais sont réalisés en tubes de
16 mm noh étanches sur milieu C.A.M.C. glucose. Les tubes sont incubés
a4 35°C en hotte anaérobie (atmosphére N, (75%)/CO2 (15%)/H2 (10%). Les
différentes concentrations utilisées sont : |

acétate (g/1) 0-0,6-1,5-3-56

butyrate (g/1) 0 -1,32 - 2,64 -~ 4,4 - 8,8

sucre (g/1) 36 - 54 - 72

inoculum (% v/v) § - 10 - 20

L'ensemble des milieux de culture réalisés et des bilans de

fermentation est donné dans le tableau ci-dessous :

S
e Cro 23 s s e 7 8 9 o0 1 12 13 e T1s e 1Tl

s centration H H N H H : : : : H : : B : : : : H
-———————-—-\ A

. . . . H > v H 1 > v (] v " .

£: 0 ; 0 . 0O ;0,6:0,6;0,6;1,5 ; 1,5 ;1,5 : 0 ;0 ;3 ;3 ;3 ;6 . 6 ; 6 ;
£10,46° 0,797 0,67° 0,41% 0,16° 0,68° 0,747 0,94% 0,8 f1,04% 2,8 71,077 1,9 3,7 % 2,130 3,82% 6,54°

' Acétate

H

: Butyrace 1 Po 1,320 2,64% 0 1,320 2,64° 0 :1,32° 2,64° 4,4 P8,8° 0 ‘4,4 "B8° O 4,47 8,8°F
: Uty H g : 3 3 T ] . S 0 0 0 T O T v 0 HE
: £ :0,085,0,078.0,082,0,085; 0,85; 0,02; 0,66, 0,17, 0,33, 0,93, 1,6 ; 0,83, 0,88; 2,8 ; 1,23; 2,5 ; 3,9

. . v > 0 g O . 0 0 O v

1.36 .S ;72 154 ;72 .36 ;72 ;36 54 .54 .72 .Sk .72 .36 .72 ;26 ;54

' Sucres

; g£F 00 P18 P45 18 48 F12 f48 P20 P20 T28 P58 a2 far P12 fs2 P2 P35

' Inoculum s ‘10 20 f20 s f1o ‘1o P20 s flo f20 P20 s f1o ‘1o P20 P05

. Butanol 7.7 :8,1 ;8,1 ;8,02; 8,42; B ; 4,81;7,9;7,72; 8,5 ;7,8 4,36; 8,27, 9,1 ; 3,17; 7,1 ; 9,3 ;
. Rroduit : ; : : . : : : . . . : . ;

; Acétone ©2,03; 2 03,15 3,11;2,5 ;3,8 ;3,8:3,1:5,3;2,8;1,38; 1,97, 3 ; 2,48, 2,16; 2,56, 2,36;
. produit : : : : : . : " . : : : : : X . . .
: %ﬁ%ﬁ%&iﬁ . 9,73: 10,1:11,25:11,13.10,92; 11,8; 8,61; 11,0.13,02:11,3 ; 9,18; 6,33;11,27,11,58; 5,33; 9,66;11,66;

Pour étudier 1'influence d'un parameétre sur la production de
solvants, on fait la moyenne des différents résultats obtenus pour une

valeur détermirée de ce parametre.
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Exemple : Pour étudier 1'influence du volume d'inoculum, on fait
successivement les moyennes des tubes 1, 5, 9, 13 et 17 (5%
d'inoculum), des tubes 2, 6, 7, 10, 14 et 15 (10% d'inoculum), des

tubes 3, 4, 8, 11, 12 et 16 (20% d'inoculum).

- influence du volume d'inoculum

: Inoculum : Butanol : Acétone : Solvants totaux :  Sucres consommés

: g/l g/l : g/1 -
5% : 8,26 : 3,03 : 11,36 : 28,8
10% : 6,94 : 2,86 9,8 : 28,6 .

20% : 6,98 2,52 9,5 : 24,2

Un inoculum correspondant & 5% du volume 4 ensemencer est optimal pour
la production de butanol, d'acétone et de solvants. La concentration en
butanol est accrue de 15% par rapport aux essais avec 10 et 20%

d'inoculum.

~ Influence de la concentration en sucres

Sucres : Butanol : Acétone : Solvants totaux ;.  sSucres consommés
(g/1) : g/l : g/1 : g/1 :

36 7,7 2,8 10,43 : 21,2

54 7,7 2,9 : 10,46 : 26,5

72 6,6 2,65 : 9,3 : 28,0
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Avec des concentrations en sucres de 36 g/1 et 54 g/1, les résultats

obtenus sont trés voisins. Pour les tests en tubes, une concentration
initiale en sucres de 36 g/1 est donc "optimale". C'est donc cette

valeur qui est & retenir pour la production de solvants.

- Influence de la concentration en acétate

Acétate : Butanol : Acétone : Solvants totaux :  Sucres consommés

: : g/t g/l : g/l

: o] : 8,04 : 2,32 : 10,36 : 30,8

: 0,6 : 8,09 s 3,26 : 11,36 : 24,6

: 1,5 : 6,34 : 3,9 : 10,24 : 24,6
3 7,23 : 2,48 : 9,71 : 22,3
6

6,52 : 2,36 : 8,9 : 18,3

Ltacétate a assez peu d'influence sur les quantités de produits formés.
Sa concentration‘optimale est de 0,6 g/1 puisqu'elle permet une

meilleure production de butanol et de solvants et plus particulieérement
d'acétone. Par contre l'utilisation des sucres est meilleure lorsqu’'il

n'y a pas d'acétate dans le milieu.

- Influence de la concentration en butyrate

: Butyrate : Butanol : Acétone : 'Solvants totaux :  Sucres consommés

g/1 ¢ g/l g/l : g/l

o] : 5,61 : 2,6 - 8,23 : 25,6
1,32 : 7,52 : 2,44 . 10,08 : 25,3
2,64 : 7,94 : 4,02 : 12 : 28,3
4,4 : 7,95 : 2,83 : 10,8 : 27,6
8,8 :

8,72 : 2,08 : 11,12 : 19
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La concentration en butyrate joue surtout sur la production de butanoi.
En effet, plus on ajoute de butyrate, plus la quantité de butanol
produite est importante. Par contre, la production totale de solvants
et l'utilisation des sucres sont optimales pour une concentration
initiale de butyrate de 2,64 g/1. De fagon générale, les acides ajoutés
initialement dans le milieu sont consommés pendant la fermentation.
L'acétate ajouté induit une légére production de butyrate, par contre
il a un effet dépressif trés marqué sur la production de solvants et
donc, la dégradation du glucose. Le butyrate ajouté est réduit en
butanol et des concentrations inférieures i 4,4 g/l n'ont pratiquement
pas d'influence sur la dégradation des sucres. En fonction des
résultats précédents, il est théoriquement possible de définir des
conditions optimales pour la production d'un solvant particulier. Ces
conditions sont les suivantes

- pour la production maximale de butanol

Acétate 0g/1

butyrate 8,8 g/1

- pour la production maximale d'acétone
Acétate 1,5 g/1

Butyrate 2,64 g/1
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- pour la production optimale de solvants sans addition importante
de butyrate dans le milieu
Acétate 0,6 g/1
Butyrate 2,64 g/1
Dans tous les cas, la concentration en sucres est de 36 g/l et le

volume d'inoculum représente 5% du volume mis en fermentation.

III - 1.2. Etude en fermenteurs

La méthode statistique employée a permis de dégager tres
rapidement les conditions de culture permettant de maximiser la
production d'un métabolite particulier. Nous avons testé en fermenteurs
de 2 litres les conditions optimales pour la production de butanol et
de solvants totaux et étudié 1'influence de 1l'addition d'acétate sur la
solvantogenése. Les résultats sont comparés a ceux de la cinétique déja
réalisée en fermenteurs avec une concentration initiale en glucose de
60 g/1 (cf. paragraphe I 2-5). L'addition de quantités croissantes de
butyrate s'accompagne d'une production plus importante de butanol, sans
modifier sensiblement la production d'acétone, ni la concentration
finale en butyrate (Tableau XII). Par contre, 1l'apport de butyrate
réduit fortement la dégradation du sucre et augmente l'excrétion
d'acétate. En présence de 100 mM de butyrate, c'est 4 dire dans les
conditions optimales données par la méthode statistique, la réduction
de butyrate est maximale (7,3 g/1) et l'on produit une importante
quantité de butanol et de solvants totaux en ne consommant que 24 g/1
de sucres. Etant donné le rendement de production de butanol a partir
du glucose (environ 20%) il est évident que dans cet essai, prés de 2/3

de cet alcool proviennent de la réduction du butyrate ajouté dans le




: - : . N°® fermenteur

S M N D - —— - - A - - w” A WD W - m—— O

.
* er a0

; SUCRES TOTAUX 60 16 36 36
. BUTYRATE INITIAL 0 2,64 8,8 8,8 )
' ACETATE INITIAL 0 0 o 6
:*SUCRES CONSOMMES 46 23 24 20
BUTANOL 9 9,4 11,2 10
SOLVANTS TOTAUX 11,9 12,5 14,7 14,3
' A ACETATE +1,3 +3,2 +3,3 +0,9
A\ BUTYRATE +0,8 -1,64 -7,3 -6,7

*Unité : g/1

Tableau XIIIv:Influence de l'addition d'acides sur la

conversion des sucres en butanol et solvants.
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milieu (Tableau XIII). L'addition de 6 g/l d'acétate se traduit par une
moins bonne dégradation des sucres (20 g/1) et une légére augmentation
du butyrate résiduel. Pour 1l'ensemble de ces essais, la concentration
finale en acétate est élevée (entre 3 et 7 g/1) cependant, la quantité
d'acétate produite lors de la fermentation est faible lorsque cet acide
est ajouté en forte concentration dans le milieu (0,9 g/1 contre 3,3

et 4 g/1 lorsque la concentration initiale en acétate est inférieure a

3 g/1).

III - 2. INFLUENCE DES ACIDES SUR LE TAUX DE CROISSANCE DE LA

SOUCHE BO

Nous avons déterminé 1'effet inhibiteur des acides acétique,
butyrique et lactique sur la croissance de la souche BO en tube serti
contenant 2,5 g/1 de glucose & pH 6,2. Ces trois acides sont des

métabolites classiques des bactéries mésophiles hydrolytiques.

IIT - 2.1. Acides seuls (Figure N° 2§8)

Dans les conditions expérimentales utilisées (pH 6,2 - glucose a
2,5 g/1), la croissance de la souche B6 a lieu en une seule phase. Le
taux de croissance maximal observé est de 0,62 hﬁl. De l'acétate et du
butyrate sont produits ainsi qu'un peu de butanol (0,3 g/1). Les
résultats obtenus sont analogues & ceux obeservés & pH 6,25 lors des

essais de pH optimum de la souche 6XBD. Quelque soit l'acide, son

addition se traduit par une baisse du umax. Une réduction de moitié du
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taux de croissance en phase exponentielle est observée en présence de
110 mM de butyrate, 135 mM d'acétate et 242 mM de lactate (Tableau
XI11).

Le lactate ne modifie guére les profils et les.bilans de
fermentation. L'acide acétique ne modifie ni la production de butanol,
ni celle de butyrate, par contre l'acétate produit augmente
notablement. A 200 mM d'ajout d'acide butyrique, la souche B6 présente
toujours un taux de croissance intéressant de 0,25 hnl. Comme nous
l'avions déji observé chez la souche 6XBD, des concentrations

croissantes de butyrate augmentent la production de butanol.

IIT - 2.2. Mélanges d'acides (Figure N° 29)

L'ajout initial simultané de deux acides, acétique et butyrigue,
acétique et lactique, lactique et butyfique, en proportion équimolaire,
se traduit par un effet inhibiteur additif (Tableau XIV). En effet,
1'acide acétique et l'acide butyrique seuls induisent une inhibition de
la croissance de 50% (Pmax/z) pour une concentration intiale de 135 mM
et 110 mM respectivement. La méme inhibition est observée avec le
mélaﬁge de 67,5 mM d'acétate et de 67,5 mM de butyrate, soit 135 mM
d'acides totaux. Le méme phénoméne est observé chez les mélanges
butyrate-lactate et acétate-lactate avec une pondération due au lactate
gui est 1l'acide le moins inhibiteur.

Dans le cas du mélange acétate-lactate, le métabolisme est du type
butfrique et le lactate est consommé totalement. Dans le cas du mélange

lactate-butyrate, la production nette d'acétate est faible sans doute a
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s Concentration

Acides : :
- SRt S
: Acétate : 135 mM
: Butyrate : 110 mM
5 Lactate : 242 mM
(Acétate) + : .
:  (Butyrate) : 135 mM (87,5+87,5) |
; ‘ ) mélange
: {Acétate) + . . nela gl .
(Lactate) 200 mM : équimolaire

Y
s ss

{Butyrate) *
(Lactate)

b
w
N

Tablean y1v : Concentrations en acides pour lesquelles le taux
de croissance diminue de moitié. '




- 67 -

cause de son utilisation en présence de lactate. Ceci est souligné par
la consommation de lactate et la production de butyrate et butanol
importante a 60 et 120 mM d'acides.

I1 faut remarquer que dans tous les cas, le butanol n'est produit
en quantité significative qu'en présence de butyrate.

Par ailleurs, un phénoméne analogue & une croissance diauxique a
€té observé, surtout en présence de butyrate. Ne disposant pas de
données cinétiques autres que la turbidimétrie, il est difficile
d'émettre une hypothése. Cependant, ce phénoméne a été observé pour de
bonnes productions de butanol. Il peut donc s'agir d'un changement de

métabolisme de type butyrique vers le type butylique.

III - 3. CONCLUSION (Figure N° 30)

Récemment GOTTSCHAL et MORRIS (1981) ont montré en culture
discontinue, que la production de solvants par Clostridium

acetobutylicum ATCC 824, pouvait &tre induite précocement par 1'additon

d'acétate et de butyrate (10 & 12 mM chacun). D'autres travaux (BAHL et
al., 1982) montrent en culture continue, un changement de fermentation
(acidogéne vers solvantogéne) quand du butyrate (60 mM) est ajouté au
milieu (pH 35).

Nos propres résultats montrent que 1l'addition de 0,6 g/1 d'acétate
aurait un effet négatif sur la production de solvants tandis que
1'addition de concentrations croissantes de butyrate (jusqu'a 8,8 g/1)
augmente la production de butanol. Une moindre dégradation des sucres
est observée dans ces cas-1la, et donc une partie de ces acides est

utilisée pour leur conversion en solvants. La ré-incorporation de ces
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acides en cours de fermentation a d'ailleurs été montré i 1'aide
d'acides marqués au 140 (WOOD, 1945), résultats qui ont été confirmés
par la suite (HAGGSTRSM et MOLIN, 1980). Il semble donc que le pH ne
soit pas uniquement responsable de la solvantogendse et que d'assez
hautes concentrations en acides soient nécessaires. Le mécanisme de
cette stimulation n'est pas connu. D'aprés MONOT (1983), il s'agit en
fait d'une valeur seuil en acide non ionisé (comprise entre 0,6 g/l et
1,9 g/1) et donc dépendante & la fois du pH et de la concentration en
acide totale.

On peut d'ailleurs suggérer que ces acides joueraient un réle
d'induction au niveau de certains enzymes tels que les alcools
déshydrogénases.

Mais les expériences complémentaires que nous avons effectué
prouvent qu'un effet inhibiteur apparait deés l'ajout d'acides. La
souche BO présente toujours un taux de croissance acceptable jusqu'a
100 mM. A 200 mM d'ajout, une légeére croissance est observée ; or,
cette concentration est donnée par WANG (1981) comme inhibant

totalement la croissance de Clostridium acetobutylicum.

La production maximale de butanol a été otservée par une addition
de 200 mM d'acides soit acétique, soit butyrique ou les deux ensemble.
Ces acides, directement impliqués dans les voies métaboliques, ayant
atteint une certaine valeur, déclencheraient la fermentation
solvantogene. On peut supposer que tel un mécanisme de rétro-
inhibition, ils inhiberaient leur propre synthése et en méme temps

activeraient les enzymes responsables de la production de solvants.
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De nos résultats, il apparait que les acides acétique et butyrique
ont un effet inhibiteur additif. Quelque soit le mécanisme d'inhibition
impliqué, les deux acides ayant des pka assez proches, il semble que ce
soit plus la concentration totale en acide que la nature de l'acide qui
soit responsable'de 1'inhibition de la croissance.

Quelque soit sa concentration en présence de lactate, l'acétate ne
déclenche pas la solvantogenése puisqu'il est utilisé pour la synthése

de butyrate comme cela se passe chez Clostridium butyricum (KUTZNER,

1963) et Clostridium tyrobutyricum (The Prokaryotes, 1982).

Ces propriétés permettent d'envisager lors du couplage hydrolyse
de la cellulose-solvantogenése, la ré-utilisation des acides produits
au cours de la fermentation de la cellulose sans avoir un effet

inhibiteur marqué.
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IV — INFLUENCE DE LA COMPOSITION DU SUBSTRAT SUR LES PRODUCTIONS DE

SOLVANTS PAR LA SOUCHE B6

Dans le couplage hydrolyse~solvantogenése, la composition en
sucres du milieu peut varier avec la nature des polymeéres hydrolysés.
Or, nous avons déja vu que sur xylose, la souche 6XBD et la souche B6
produisaient peu d'acétone et que la production de solvants totaux
était plus faible que sur hexose. Nous avons donc examiné le
comportement de la souche B6, pré-cultivée sur glucose, en fermenteur
de 2 litres sur différents sucres pouvant &tre utilisés comme substrats
pour la production d’acétoﬁe—butanol. Ces sucres (glucose, xylose,

fructose et saccharose) sont testés soit seul, soit en mélange.

IV - 1. SUCRES SEULS

Quelque que soit le sucre fourni, les cinétiques de fermentation
sont classiques (Figures N° 31, 32, 33, 34). Dans tous les cas, la
vitesse de dégradation maximale du substrat coincide a pH 5 avec la
vitesse de production maximale de butanol. La synthese de solvants

démarre avant que la concentration maximale en acides ne soit atteinte

et cesse en méme temps que la consommation des sucres.
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On peut constater une hiérarchie trés nette entre les différents
sucres étudiés (Tableau XV) que ce soit au niveau des paramétres
cinétiques (taux de croissance, vitesse de dégradation) ou au niveau
des bilans (sucres consommés, métabolites produits) : glucose,
fructose, xylose, saccharose.

Une seule exception est cependant a noter : le taux de croissance

le plus faible est obtenu sur xylose.

IV - 2. MELANGE DE SUCRES

Le glucose étant le sucre le plus facilement utilisé, il est
présent dans tous les mélanges. Les cinétiques ont la méme allure avec
les mélanges de sucres que celles décrites précédemment (Figures N° 35,
36, 37). La dégradation des deux sucres du mélange est simultanée et la
vitesse maximale de consommation du glucose est inchangée par rapport a
celle observée lors de la croissance sur glucose seul.

Par contre, la vitesse de consommation du sucre co-substrat est
toujours inférieure a celle observée lors des essais précédents. Le
meilleur taux de conversion des sucres en butanol est obtenu avec le
mélange glucose + fructose bien que la consommation des sucres et la
production de solvants aient été les plus faibles. L'adjonction de
xylose ou de saccharose au glucose augmente les taux de conversion en

acétone.




Sucres Vitesse de

o #n ae

sucres Consommés dégradation Solvants
: g/1 du sucre g/l
g.l-.lh“1
: Glucose seul 44 - 2,3 18,6
: Fructose seul 39,7 - 1,75 12,3
: Xylose seul ' 32,5 - 1,60 8,26
: Saccharose seul 24 - 1,35 6,5
:  Glucose 25 - 2,4
: Fructose 14 39 - 1,1 12,3
1 Glucose 36,8 - 2,2
+

: Xylose 20,2 37 - 0,9 16,2 :
:  Glucose 36,7 - 2,36
: Saccharose 12,3 49 - 1,08 12,8

Tableau XV : Vitesses maximales de dégradation de substrats.

.Production maximale de solvants observée et sucres

consommes .
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IV - 3. CONCLUSION

Lorsque la souche B6, pré-cultivée sur glucose est placée sur un
sucre différent, le fait qu'il n'y ait pas de temps d'adaptation permet
de penser que les enzymes responsables de l'assimilation et de la
dégradation du substrat sont constitutifs. De plus, aucun phénoméne de
diauxie tel que le décrit MONOD (1942) n'a été observé ni a fortes
concentrations, ni & faibles concentrations (0,5 & 2 g/1) en substrat.
Si ce phénoméne avait eu lieu, le sucre le moins favorisé n'aurait pas
été consommé en méme temps que l'autre sucre co-substrat.

La fermentation de mélanges de sucres comprenant le glucose
démontre nettement que le glucose est le substrat préférentiel de

Clostridium acetobutylicum B6. Avec une culture de Clostridium

acetobutylicum ATCC 4259 sur mélasses, FAN (1982) a aussi observé une

utilisation simultanée du glucose et du fructose. Bien qu'il n'y ait
pas de croissance diauxique, nos résultats indiquent clairement un
effet inhibiteur du glucose sur la vitesse de transport ou de
dégradation du sucre co-substrat.

Plusieurs hypotheses peuvent étre émises a 1l'égard de cet effet
inhibiteur du glucose. On peut suggérer par exemple que quelque soit le
systéme de transport actif utilisé par la bactérie (translocation de
groupe ou gradients de protons), l'affinité du systéme serait plus

important pour le glucose.
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V - CO-CULTURES ENTRE UNE BACTERIE SOLVANTOGENE ET UNE BACTERIE

CELLULOLYTIQUE MESOPHILE

V - 1. ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UNE SOUCHE MESOPHILE

CELLULOLYTIQUE

Pour tenter le couplage hydrolyse de la cellulose-solvantogenese
par une population mixte gnotoxénique, nous devions disposer d'une

souche mésophile ayant des capacités hydrolytiques élevées.

V - 1.1. Isolement

Des enrichissements mésophiles sur cellulose papier Whatman N°1
(5 g/1) ont été réalisés a partir de digesteurs anaérobies méthanisant
des lentilles d'eau. Aprés deux transferts successifs (5%, v/v) i une
semaine d'intervalle, la culture mixte enrichie dégradait totalement la
cellulose en moins d'une semaine. Aprés dissémination et incubation
pendant une semaine en chambre anaérobie sur milieu gélosé & 5 g/1 de
cellulose Whatman finement broyée, les colonies isolées ont été
classées et sélectionnées en fonction de leurs activités hydrolytiques
(suivi des cinétiques de dégradation de § g/1 de cellulose par dosage
en chromatographie en phase gazeuse des métabolites). La souche MC4
retenue donne une colonie a bord lisse, mate, de couleur créme,

entourée d'un halot clair trés fin.
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V - 1.2. Caractéristiques morphologiques et culturales de la

souche MC4

La pureté de la souche, dénommée MC4, est contrdlée avant ckaque
utilisation par dissémination sur milieu gélosé i 5 g/1 de cellobiose.
La souche MC4 est anaérobie stricte, sporulée, gram(-). Les cellules
sont des bacilles légeérement incurvés, isolés ou par paire, mesurant
0,15-0,3 um x 2-5 um. Ces cellules, durant la phase exponentielle, sont
trés mobiles. Les spores sont ovales, terminales et trés déformantes.
Elles sont résitantes & un choc thermique (80°C - 30 mn). La souche MC4
fermente peu de substrats (Tableau XVIa). Hormis la cellulose, elle
utilise le cellobiose et le glucose. 1le xylane, le xylose et
1'arabinose, constituants essentiels des hémicelluloses sont utilisés.
Ltéthanol, le lactate, l'acétate, le 002 et 1'H2 sont les seuls
produits de fermentation quelque soit le substrat osidique. Le taux de
croissance maximum sur cellobiose (Figure N° 38 a) est obtenu pour un
pH de 6,2-6,4. L'optimum de température (Figure N° 38 b), tant au point
de vue latence que taux de croissance maximum se situe & 34-35°C. On
observe lors de la fermentation sur glucose ou cellobiose par la souche
MC4, une augmentation importante mais temporaire de la viscosité du
milieu de culture qui est due a un polymére comme cela a été observé

chez Acetivibrio cellulolyticus (PATEL et BREUIL, 1981). Ce polymeére,

observable au microscope a contraste de phase, inclut les bacilles dans

une "gelée'.




Tableau XVI a : SUBSTATS FERMENTES PAR LA SOUCHE MC4

3 glucides fermentés

Glucose Arabinose Cellulose
Cellobiose Mannose
Xylose Xylgne

glucides non fermentés

: Mannitol Esculine Rhamnose

: Lactose Melezitose Trehalose

: Saccharose Raffinose Fructose

: Maltose Sorbitol Melibiose
Amidon Galactose

: Autres essais donnant des résultats négatifs

Indol .
Glycerol :
Gelatine :

Tableau XVI b : BILANS DE FERMENTATICON PAR LA SQUCHE MC4

Substrat : Glucose : Cellobiocse Cellulose

.+ Substrat consommé g/l : 8 : 7 : S :

: Acétate g/l : 4,2 3,2 : 2,2 :

: Lactate g/l : 0,7 1,8 0,24

: Ethanol g/1 : 0,74 0,45 0,16
Sucres totaux solubles - - 0,4

: Acétate (1) : 1,577 : 1,464 : 1,19

: Lactate [1) : 0,176 : 0,488 : 0,124
Ethanol (1) : 0,347 : 0,229 : 0,112
CQ2 calcuié (1) H 1,924 : 1,693 : 1,3

: Sucres totaux solubles : - : - 0,02
ATEP (1) 3,68 3,65 2,62
% Carbone retrouvé 105 % 110 % 79,2%

(1) Mole/Mole équivalent anhydroglucose consommé
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V - 1.3. Caractérisation cinétigque

Les cinétiques de dégradation du glucose, cellobiose et cellulose

(Figures N° 39 & 40) ont été réalisées en fermenteur de deux litres sur

un milieu contenant 10 g/1 de substrat. Le pH a été régulé a 6,6 par de

la soude 5N.
* Cinétique sur glucose et cellobiose
Sur glucose, et 4 un moindre degré sur cellobiose, on observe
apreés un court temps de latence (3 heures), une croissance diauxique
qui peut &tre liée a la consommation de 1l'extrait de levure du milieu
ou a celle du substrat résiduel apporté par 1'inoculum. Sur ces deux
sucres, la croissance est rapide et le umax est de 0,2 h—l, soit un
temps de doublement de 3,5 heures. L'acétate est le produit majeur de
la fermentation. Sur cellobiose, comparativement aux cultures sur
glucose, la dégénérescence cellulaire intervient trés rapidement et la
production de métabolite cesse ; par contre, la production d'acétate
est rapide.
* Cinétique sur cellulose
Sur ce substrat, le temps de latence observé est important
(environ 30 heures), 1'arrét de la fermentation intervient aprés
70 heures alors que la cellulose n'est pas totalement dégradée. La
concentration en sucres réducteurs durant toute la fermentation est
inférieure 4 la valeur finale de 0,4 g/1.
* Bilans
Les bilans de fermentation (Tableau XVIb) sont analogues sur
glucose et cellobiose avec cependant une production de lactate plus
élevée sur cellobiose. Le surcroit de carbone (5 a 10%) retrouvé dans

les produits de fermentation du glucose et du cellobiose peut é&tre
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attribué a l'extrait de levure contenu initialement dans le milieu. Sur
cellulose, le bilan carbone présente un déficit de l'ordre de 22% qui

ne peut étre expliqué par la biomasse formée.

YV - 1.4. Conclusion

La souche MC4 isolée se différencie des autres Clostridia
mésophiles cellulolytiques décrit dans la littérature (Clostridium

cellobioparum -HUNGATE, 1966-, Clostridium papyrosolvens -MADDEN et

al., 1982-) 4 la fois sur les plans des substrats fermentescibles et
des pH optima de croissance.

Clostridium cellobioparum, contrairement a la scuche MC4, fermente

le fructose, le maltose et 1l'amidon. La souche MC4 ne fermente ni le
galactose, ni le mannitol mais fermente le xylane et le mannose

contrairement a Clostridium papyrosolvens.

Notre souche ressemblerait plutdt a une souche isolée treés
récemment (LESCHINE et al., sept. 1983) tant au niveau des substrats
fermentés que de la morphologie. Toutefois contrairement a notre
souche, elle ne synthetise pas de polymeére extracellulaire en cours de
fermentation.

L'apparition de polymére a déja été remarqué chez d'autres souches

comme Pullularia pullulans (CATLEY, 1971) et Acetivibrio cellulolyticus

(PATEL et BREUIL, 1971). Chez ce dernier, le polymére est de nature
polysaccharidique ; il aurait comme fonction le stockage d'énergie
puisqu'il s'accumule quand le substrat énergétique est en excés et est
utilisé quand il est insuffisant. Ce polymére est 1ibéré lors de la

lyse des bactéries.
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Pour la souche MC4, la composition ainsi que les conditions de

1'apparition du polymeére restent i déterminer.

V - 2. ASSOCIATION ENTRE LA SOUCHE MC4 ET LA SOUCHE B6

au regard des résultats obtenus précédemment, il nous a paru

possible d'effectuer le couplage cellulolyse-solvantogeneése.

V - 2.1. Essai de couplage sans addition de butyrate (Figure

No© 41) }
les essais ont été effectués en fermenteur de deux litres avec

régulation de pH. Le couplage a été réalisé avec une inoculation
décalée de la souche B6. Dans un premier temps, la souche MC4 effectue
1l'hydrolyse et la fermentation de la cellulose a un pH de 6,6. En 250
heures, 43% de la cellulose ont été dégradé. A la fin de cette premiére
fermentation, il y a apparition d'une faible quantité de sucres
réducteurs (0,4 g/1) ce qui démontre que les cellulases de la souche

MC4 sont inhibées par le glucose ou le cellobiose 1libéré. Ensuite, le

milieu est inoculé avec la souche de Clostridium acetobutylicum B6. Le

pH est baissé artificiellement & 5,8 par 1'addition d'HC1l 5N. La
cellulolyse reprend grice a la levée de 1l'inhibition créée par les
sucres réducteurs et corrélativement on remarque la production de
butyrate et l'utilisation de lactate produit par la souche MC4. Cette
seconde phase dure une centaine d'heures ; 8 g/l supplémentaires de
cellulose sont dégradés et 6,3 g/1 de butyrate sont produits avec

1l'apparition de petites gquantités de butanol (0,6 g/1) (Tableau XVII).
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Le couplage cellulolyse-solvantogenése est donc possible mais nous
n'obtenons que la phase butyrique.

Cet essai montre que Clostridium acetobutylicum est capable

d'utiliser les produits résultant de 1l'hydrolyse de la cellulose par la
souche MC4 (sucres, lactate). Cependant, le flux de glucose ou de
cellobiose provenant de 1l'hydrolyse de la cellulose semble insuffisant
pour assurer et la phase butyrique et la phase butylique (réduction du
butyrate en butanol par le NADH). En conséquence, la quantité de
butyrate produit étant notable, on pourrait penser que le flux de NADH
d@ au catabolisme des sucres pouvait &tre suffisant pour la production

de butanol & condition de fournir & Clostridium acetobutylicum du

butyrate.

V - 2.2. Essai de couplage avec addition de 6 g/l de

butyrate (Figure n® 42).

Le couplage a été réalisé de la méme facon que précédemment mais
6 g/1 de butyrate ont été ajoutés simultanément 4 1'inoculation du
milieu par la souche BO6. On observe en méme temps qu'une reprise de la
cellulolyse, une utilisation du butyrate additionné (2 g/1) avec
production de butanol (3,4 g/1). Aprés 50 heures de co-culture, la
production de butanol cesse et corrélativement on observe la synthese
de butyrate. On assiste 4 la reprise de la production de butanol quand
le butyrate atteint 7 g/l. Prés de 6 g/1 de butanol sont produits, la
souche B6 imposant son métabolisme fermentaire, et 8 g/l de cellulose
supplémentaire sont dégradées. Au bout de 305 heures, la fermentation
et 1'hydrolyse de la cellulose sont terminées, peut-&tre inhibées par

la concentration en butanol du milieu (Tableau XVII).
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Essal sans ajout de butyrate

: Cellulose dégradée : Acétate : Ethanol : Lactate : Butyrate : Butanol
g/l + g/l : g/1 : g/l g/l g/l
15 6,3 1 1,25 - -

:Inoculation souche B6 : : :
8 : 4,5 : b : o] : 6,3 : 0,6

Essali avec ajout de butyrate

: Cellulose dégradée : Acétate : Ethanol : Lactate : Butyrate : Butanol
g/1 : g/l : g/1 : g/l : g/1 : g/1
10 3,5 1 0,8 - -

:Inoculation souche B6
+ 6 g/l Butyrate : : : : :
8 : 3,7 : 1 : 0 : 4,3 : 5,6

Tableau XVII: Bilans de la fermentation de la cellulose par
l'association CLostnidium cellulolytique MC4 -
Clostrnidium acetobutylicum B6 avec cu sans

ajout de butyrate.
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V - 2.3 Conclusion

Jusqu'a présent, seul E. PETIT DEMANGE et al. (1983) avaient
réussi une fermentation butyrique (production de 11 g/1 de butyrate) a
partir de cellulose par une association Clostridium cellulolytique-

Clostridium acetobutylicum. Ces résultats, comme les ndtres (production

de 6,3 g/1 de butyrate) montrent la difficulté d'obtenir la phase
butylique. Cela proviendrait d'un flux de sucres insuffisant pour
assurer la réduction du butyrate produit. Ainsi avons-nous obtenu pour
la premiére fois la conversion directe de cellulose en butanol grdce a
1'ajout de butyrate. La quantité d'acide butyrique ajouté et le pH de
culture ont permis d'atteindre la valeur seuil en acide non ionisé
indiqué par MONOT (1983) induisant la solvantogen&se (comprise entre
0,6 et 1,5 g/1).

Dans ces conditions, le catabolisme des sucres résultant de la
cellulolyse fournit alors 1'énergie nécessaire 4 la croissance et les
NADH produits au cours de la glycolyse sont en quantité suffisante pour
permettre la réduction de butyrate en butanol.

La souche MC4 présente une bonne activité cellulosique mais ces
cellulases sont inhibées par les sucres réducteurs. Dés 1l'ajout de

Clostridium acetobutylicum, la cellulolyse reprend. il faudrait donc

disposer d'une souche non inhibée par les sucres pour espérer améliorer
les performances de la co-culture.

Par ailleurs, on observe un arrét rapide de la production de
butanol. Il peut &tre causé soit par l'augmentation de la force ionique
due a la régulation de pH (addition de NaOH) ou & 1'épuisement du

milieu, soit par l'inhibition des cellulases par le butanol.
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Cette derniére hypothése semble la plus vraisemblable dans la
mesure ou il n'y a pas de sucres réducteurs dans le milieu et que toute

la cellulose n'est pas dégradée.
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— CONCLUSION -

Au cours de cette thése, nous nous étions fixé trois objectifs
- 1'isolement et la sélection de nouvelles souches
solvantogenes,
- 1'amélioration de la tolérance au butanol des souches
isolées,
- 1l'association entre bactéries cellulolytiques et bactéries
solvantogénes.

Ceci nous a conduit tout d'abord 4 sélectionner a partir de
différents échantillons de sols, plusieurs souches effectuant une
fermentation de type acétonobutylique. Apreés une étude comparative, la
souche 6 x BD a été retenue pour sa bonne productivité en solvants et
son utilisation d'une grande variété de sucres. Cette souche présente
un taux de croissance élevé 4 pH 5,5 (0,48 h_l) et est capable de ré-
incorporer les acides exocellulaires au cours de la phase de
solvantogenese. Nous avons alors été amenés 3 déterminer les conditions
optimales de leur réduction en solvants. C'est ainsi que l'acétate, au
dela de 10 mM, aurait plutdt un effet inhibiteur sur la producticn de
solvants tandis que le butyrate (jusqu'a 100 mM) conduit a une
augmentation de la production de butanocl avec une diminution de

J'utilisation des sucres.
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Par une technique relativement simple (gradient de butanol), nous
avons pu sélectionner un "mutant" spontané B6 i partir de la souche
6 x BD. Sa tolérance au butanol est supérieure puisque sur des cellules
végétatives un taux de croissance de 0,135 h-1 est observé en présence
de 13 g/1 de butanol tandis que la souche sauvage ne présente aucune
croissance. Les caractéristiques de la souche mére (utilisation d'une
grande variété de sucres, incorporation des acides exocellulaires) sont
maintenues ; une amélioration de 50% de la productivité en butanol est
observée sur un milieu contenant 60 g/1 de glucose.

En tubes, bien que nous ayons observé un effet inhibiteur additif
des acides acétique et butyrique, ils n'en sont pas moins inducteurs de
la solvantogenése puisque l'on obtient prés de 2 g/1 de butanol dans
des conditions peu favorables (sucres limitants, pH). Le mécanisme de
cette stimulation n'est pas connu mais il semble que ce soit la forme
non ionisé€e des acides dépendante & la fois du pH et de la
concentration totalé en acide qui en soit responsable.

L'utilisation du lactate en présence d'acétate pour la production
de butyrate par la souche B6 permet d'envisager la ré-incorporation de
ces acides lors du couplage hydrolyse de la cellulose-solvantogenese.
D'autre part, la cellulolyse étant 1l'étape limitante dans ce type de
schéma, et donc pas trés favorable 4 la production de solvants, l'ajout
d'acides a rendu possible la production de butanol 4 partir de
cellulose. Cette addition d'acides semble avoir orienté le flux
d'électrons résultant de la glycolyse vers la réduction des acides
fournis et la production de composés neutres. Ce schéma de co-culture

avec ajout d'acides peut représenter une vue prometteuse pour
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1'obtention de carburants de substitution & partir de polymeres
végétaux, 4 condition d'obtenir de bons rendements et de réaliser cette
fermentation couplée en continu.

Dans cette optique, il nous a paru nécessaire d'étudier le
comportement de la souche B6 vis a vis des sucres pouvant résulter de
la premiére étape d'hydrolyse. C'est ainsi que sur mélange de sucres,
le glucose est toujours le substrat préférentiel de la souche BO6. Il
limite 1'incorporation et/ou le catabolisme du sucre co-substrat. Son
addition & d'autres sucres aboutit & de meilleures productions de
solvants.

L'ensemble de nos travaux contribue a une meilleure maitrise de la

physiologie de Clostridium acetobutylicum et souligne plusieurs points

qui méritent d'étre développés.

Si le rdle inducteur des acides, et en particulier celui du
butyrate sur la production de solvants est clairement établi, il
importe de montrer quelles sont les cibles et les mécanismes qui
induisent finalement la solvantogenése. De plus, il existe probablement
un compromis optimal 4 déterminer entre 1l'effet inducteur du butyrate
et son effet inhibiteur sur la croissance.

Le couplage entre la cellulolyse et la production de solvants n'a
€té possible qu'avec l'ajout de butyrate. Il importe maintenant de
définir les conditions optimales de 1l'association, c'est & dire les
concentrations en acides a ajouter en fonction du flux de sucres
libérés par 1l'action des cellulases. En plus des facteurs classiques
(pH, acide non ionisé, évolution morphologique), ce flux en
conditionnant le pool de coenzymes réduits, oriente le métabolisme soit

vers la production d'acides, soit vers la solvantogendse.
P ; g
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Sur substrats naturels, il est évident que la source carbonée sera
constituée d'un mélange de sucres incluant notamment hexoses et
pentoses. Dans ces conditions, les mécanismes de transport et leurs
régulations joueront un rdle essentiel dans 1l'amélioration des

rendements. Or, chez Clostridium acetobutylicum, aucune donnée n'est

actuellement disponible. Nos travaux, en montrant l'utilisation
préférentielle du glucose, soulignent 1l'importance de nouvelles
recherches sur les systémes de transport et leurs spécificités et les
régulations mises en jeu soit au niveau des protéines de transport,
soit par 1l'intermédiaire des voies cataboliques.

Ces trois axes de recherches n'auraient probablement pas qu'un
impact pratique sur la production de solvants par Clostridium

acetobutylicum. Ils contribueraient plus généralement a l'extension des

connaissances de la physiologie des bactéries anaérobies qui, dans de

nombreux domaines, reste encore tres obscure.
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