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I N T R O D U C T I O N  

,*-*-*-*-*- 

Les polymères p a r i é t a u x  son t  r ep résen tés  e s s e n t i e l l e m e n t  pa r  l a  

c e l l u l o s e  ( j u s q u ' à  60%), l e s  h é m i c e l l u l o s e s  e t  l e s  p e c t i n e s  ( j  usqu 'à  

30%) e t  l e s  l i g n i n e s  ( j u s q u ' à  30%). Ces composés c o n s t i t u e n t  une sou rce  

de carbone abondante e t  renouve lab le .  Or, ac tue l l emen t  0,2% seulement 

de c e t t e  p r o d u c t i o n  e s t  v a l o r i s é  dans l ' i n d u s t r i e  (CHARTIER e t  WPUY, 

1978 1. 

Dans l e  c a s  des  déche ts  municipaux ou d ' i n d u s t r i e s  agro- 

a l i m e n t a i r e s ,  l e  r e c y c l a g e  p a r  f e r m e n t a t i o n  méthanique semble l a  

s o l u t i o n  l a  p l u s  économiquement i n t é r e s s a n t e ,  à p l u s  ou moins l o n g  

terme, dans l e  c o n t e x t e  a c t u e l  de c r i s e  énergé t ique .  

Mais ,  à cô té  de ce recyc l age  de t ype  éne rgé t i que ,  l e s  polymères 

végétaux peuvent r e p r é s e n t e r  une source i m p o r t a n t e  pou r  l a  p roduc t i on  

d'enzymes, d ' a c i d e s  o rgan iques ,  d ' a l c o o l s  ou de s o l v a n t s .  Pour ces  

t r o i s  d e r n i e r s  t ypes  de p r o d u i t s  l e s  biomasses v i e n d r a i e n t  donc en 

remplacement d  'une p a r t i e  au moins du p é t r o l e ,  s o i t  p a r  1' u t i l i s a t i o n  

de l a  v o i e  thermo-chimique ( p y r o l y s e  e t  g a z é i f i c a t i o n  ou hyd ro l yse  

ch im ique) ,  s o i t  p a r  u t i l i s a t i o n  de l a  f i l i è r e  " vo i e  humide" pour l e s  

biomasses peu l i g n i f i é e s  à f o r t e  t eneu r  en eau ou r i c h e s  en g l u c i d e s  

f a c i l e m e n t  hyd ro l ysab les .  

Les t r a i t e m e n t s  thermo-chimiques ou phys ico-ch imiques des  

po lymères végétaux son t  nombreux (PALZ e t  a l . ,  1981 ) e t  se f o n t  avec 

des rendements de 60 à 95%. Ces t r a i t e m e n t s  se t r a d u i s e n t  p a r  une 

p r o d u c t i o n  de sucres  ( x y l o s e ,  a rab inose  e t  g lucose)  e t  d ' acé ta te .  Ma i s  

ces procédés i n d u i s e n t  souvent  ( j usqu  'à 30%) une dég rada t i on  p a r t i e l l e  

du g lucose  e t  du xy l ose  en h y d r o x y f u r f u r a l  e t  f u r f u r a l  (GHOSE e t  GHOSH, 

1978 1. Ces composés s o n t  t r è s  t o x i q u e s  pour  l e s  micro-organismes. 

De ce  f a i t ,  de nombreux a u t e u r s  se s o n t  a t t a c h é s  à l ' é t u d e  de 

l ' h y d r o l y s e  enzymatique de l a  biomasse (MANDELS e t  a l . ,  1974 ; 

AUNSTRUP, 1979 ; MANDELS e t  a l . ,  1981 ) e t  au couplage de l ' h y d r o l y s e  e t  

de l a  f e r m e n t a t i o n  en m é t a b o l i t e s  i n t é r e s s a n t s  pour 1' i n d u s t r i e  

(SUNDSTROM e t  KLEI, 1982 ; SADDLER e t  a l . ,  1982 a ; JERGER e t  a l . ,  



E t a n t  donné l e  f a i b l e  nombre de b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s  connues, 

j ' a i  a l o r s  o r i e n t é  ma thémat ique  s e l o n  t r o i s  grands axes : 

- i s o l e m e n t  e t  c a r a c t é r i s a t i o n  de souches c e l l u l o l y t i q u e s ,  

x y l a n o l y t i q u e s  e t  a m y l o l y t i q u e s  

- étude p h y s i o l o g i q u e  des n o u v e l l e s  souches i s o l é e s  

- l ' a s s o c i a t i o n  de ces  souches pou r  former  des c u l t u r e s  s t ab les ,  

complémentaires,  en vue d '  une dég rada t i on  e f f i c a c e  des  po lymères 

végétaux. 





a F&. 1 - Vu0 pmpictkn d'une paroi diw(qu& montrant les difflrenn niveaux. 



L ' a t t a q u e  b a c t é r i e n n e  d e s  r é s i d u s  s o l i d e s  suppose l a  d é g r a d a t i o n  

d ' u n e  grande v a r i é t é  de po lymères a s s o c i é s  à l a  p a r o i  v é g é t a l e .  

C lass iquement ,  on d i s t i n g u e  : l a  c e l l u l o s e  (homopolymères de 

r é s i d u s  anhydrog lucose  l i é s  en R 1 ,4 ) ,  l e s  h é m i c e l l u l o s e s  

(hé té ropo ly rnè res  d 'hexoses  e t  p e n t o s e s  à l a  c o m p o s i t i o n  ch im ique  t r è s  

v a r i a b l e  1, l e s  p e c t i n e s  (po lymères  d ' a c i d e s  u r o n i q u e s )  e t  e n f i n  l a  

l i g n i n e .  C e t t e  d e r n i è r e ,  de n a t u r e  p o l y p h é n o l i q u e ,  e s t  

i n d é p o l y m é r i s a b l e  en a n a é r o b i o s e  (ZEIKUS, 1980 b  ; ODIER e t  MûNTIES, 

1983) b i e n  que l ' o n  c o n n a i s s e  d e s  a s s o c i a t i o n s  b a c t é r i e n n e s  capab les  de 

t r a n s f o r m e r  en méthane l e s  a c i d e s  p h é n o l i q u e s  s u b s t i t u é s  (HEALY e t  a l . ,  

1980 ; COLBERG e t  YOUNG, 1982 ; SCHINK e t  PFENNIG, 1982) .  

Ces d i f f é r e n t s  po lymères  p r é s e n t e n t  une l o c a l i s a t i o n  t y p i q u e  au 

s e i n  de l a  p a r o i  v é g é t a l e  ( f i g u r e  1 ) .  En ce q u i  concerne  l e u r  

s t r u c t u r e ,  il e x i s t e  des  syn thèses  b i b l i o g r a p h i q u e s  r é c e n t e s  (ASPINALL, 

1970 ; FAN e t  a l . ,  1980 ; WORTH, 1967 ; KENNETH e t  WILKIE, 1979 ; WOOD, 

1970).  Nous nous  bo rnerons  s implement  à r a p p e l e r  l e s  p r i n c i p a l e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  des  composés q u i  o n t  f a i t  l ' o b j e t  de nos t r a v a u x  

expér imen taux  ( c e l l u l o s e  e t  x y l a n e ) .  

Il e s t  m a n i f e s t e  que p a r m i  l e s  micro-organ ismes c a p a b l e s  de 

dégrader  l a  c e l l u l o s e ,  l e s  champignons ( S p o r o t r  i c  hum p u l v e r u l e n t u m ,  

Tr ichoderrna v i r i d e  e t  T r i choderma r e e s e i )  e t  l e s  b a c t é r i e s  anaérob ies  

f a c u l t a t i v e s  ou a é r o b i e s  s t r i c t e s  ( S e r r a t i a  marcescens, Pseudomonas 

f l u o r e s c e n s ,  Ce l lu lomonas  sp. e t c  . . . 1 o n t  é t é  l e s  p l u s  é t u d i é s  - 
(NORKAN, 1967 ; GHOSE, 1977 ; LUTZEN e t  a l . ,  1983 ; MNDELS e t  WEBER, 

1969 ; RYU e t  MANDELS, 1980 ; HALLIWELL, 1979).  T. v i r i d e  e t  T. r e e s e i  - - 
s o n t  a c t u e l l e m e n t  l e s  m e i l l e u r e s  s o u r c e s  de c e l l u l a s e s  i n d u s t r i e l l e s  

(SADDLER, 1982 ; LADISCH e t  a l . ,  1983)  e t  p l u s i e u r s  a u t e u r s  e n v i s a g e n t  

de l e s  u t i l i s e r  dans l ' h y d r o l y s e  enzymat ique des  po lymères  végétaux 

(GALLO e t  a l . ,  1980 ; GUPTA e t  a l . ,  1973 ; ALLEN e t  ANDREOTTI, 1982).  

Récemment, des Ac t inomyce tes  o n t  é t é  d é c r i t s  comme a y a n t  de f o r t e s  

a c t i v i t é s  c e l l u l o s i q u e s  : Thermomonospora c u r v a t a  (STUTZENBERGER, 1979 ) 

e t  Ta la romyce tes  sp. (SU e t  PAULAVICIUS, 1975 ; NISHIO e t  a l . ,  1981 ) .  - 



L ' é t u d e  de l ' h y d r o l y s e  des s u b s t r a t s  l i g n o - c e l l u l o s i q u e s  dans l e s  

écosystèmes anaérob ies  n ' a  débuté q u ' à  p a r t i r  de 1950 grâce aux t r avaux  

de HUNGATE. L a  t e c h n i q u e  p a r t i c u l i è r e  mise au p o i n t  pou r  l ' é t u d e  de l a  

c e l l u l o l y s e  dans l e  rumen, l e s  techn iques  d é r i v é e s  (BRYANT, 1972 ; 

MILLER e t  WOLIN, 1973 b )  e t  l a  t echn ique  des chambres anaérob ies  

(ARANKI e t  FRETER, 1969 ; LEACH e t  a l . ,  1971 o n t  é t é  app l i quées  à 

d ' a u t r e s  écosystèmes anaérob ies  mésoph i les  ( IAWOTTI  e t  a l . ,  1982 ; 

TOERIEN e t  HATTING, 1969; HOBSON e t  SHAW, 1974) e t  anaérob ies  

t he rmoph i l es  (LANGWRTHY e t  a l . ,  1979; BROCK, 1967 1. 

L ' i n t é r e t  a c t u e l  p o r t é  aux b a c t é r i e s  t he rmoph i l es  e s t  m o t i v é  p a r  

l e u r s  avantages p o t e n t i e l s  en b i o t e c h n o l o g i e  e t  pour  l a  v a l o r i s a t i o n  

éne rgé t i que  des r é s i d u s  (SCHARER e t  MOO-YOUNG, 1979; ZEIKUS, 1979; 

SHELEF e t  a l . ,  1980; WISE e t  a l . ,  1978).  Par r a p p o r t  à l e u r s  homologues 

mésophi les ,  e l l e s  p r é s e n t e n t  en e f f e t  l e s  p r i n c i p a u x  avantages su i -  

van t s  : un f a i b l e  r i s q u e  de c o n t a m i n a t i o n  des procédés, un spec t re  

f e r m e n t a i r e  p l u s  r e s t r e i n t ,  une f e r m e n t a t i o n  p l u s  r a p i d e  (due à une 

a c t i v i t é  métabo l ique  p l u s  é l evée )  e t  une d i f f é r e n c e  f a i b l e  e n t r e  

tempéra tu re  de f e r m e n t a t i o n  e t  tempéra tu re  de d i s t i l l a t i o n  des 

s o l v a n t s .  C e t t e  d e r n i è r e  p a r t i c u l a r i t é  permet l a  mise en p l ace  de 

procédés de f e r m e n t a t i o n  coup lés  à une d i s t i l l a t i o n  en c o n t i n u  des 

m é t a b o l i t e s ,  e t  donc à p r i o r i  de l e v e r  l ' i n h i b i t i o n  p a r  l e s  p r o d u i t s  de 

r é a c t i o n s .  

De p l u s ,  l ' é t u d e  des  r e l a t i o n s  t r o p h i q u e s  au s e i n  des écosystèmes 

anaérob ies  a  démontré l ' i n t é r e t  des c o c u l t u r e s  pour  o b t e n i r  un m e i l l e u r  

rendement de conve rs i on  du s u b s t r a t  ou pour o r i e n t e r  l a  Fermenta t ion  

ve r s  un m é t a b o l i t e  p a r t i c u l i e r  (WOLIN, 1979 1. 

Dans c e t t e  syn thèse  b i b l i o g r a p h i q u e ,  j e  m ' a t t a c h e r a i  donc à f a i r e  

l e  p o i n t  s u r  l ' h y d r o l y s e  bac té r i enne ,  en anaérob iose,  des polymères 

p a r i e t a u x ,  e t  à p r é c i s e r  l e s  avantages e t  l e s  l i m i t a t i o n s  de c e s  

microorganismes p a r  r a p p o r t  aux champignons. Les i n t e r a c t i o n s  

bac té r i ennes  s e r o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d i s c u t é e s  à l a  l u m i è r e  des 

r é s u l t a t s  a c q u i s  s u r  des a s s o c i a t i o n s  modèles r é a l i s é e s  à p a r t i r  de 

souches mésoph i les  ou t he rmoph i l es .  



FIGURE no 2 - REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE MICROFIBRILLES 
DE CELLULOSE - 



1.- HYDROLYSE DE LA CELLULOSE ET DES XYLANES 

L ' h y d r o l y s e  des polymères végétaux e s t  r é a l i s é e  sous 1' a c t i o n  

synerg ique  de t r o i s  groupes d'enzymes: des endo-hydrolases, des exo- 

hyd ro l ases  e t  des g lycos idases .  

Ce schéma e s t  v r a i  dans l e  cas  des homopolymères l i n é a i r e s  

( c e l l u l o s e  e t  amylose).  Dans l e  cas des homopolymères r a m i f i é s  

(amy lopec t ine )  , il i n t e r v i e n t  également des enzymes débranchantes.  

E n f i n ,  dans l e  cas des hé té ropo lymères  ( x y l a n e s )  c o n s t i t u é s  p a r  un 

s q u e l e t t e  p r i n c i p a l  e t  des r a m i f i c a t i o n s  de f a i b l e s  l ongueu rs ,  l ' a c t i o n  

p r é a l a b l e  de g l ycos idases  ( a r a b i n o  f u ranos idase  e t  g l ucu ron idase )  e s t  

souvent  un p r é l i m i n a i r e  i n d i s p e n s a b l e  avant  l a  dég rada t i on  de l a  cha îne  

p r i n c i p a l e .  

A.- HYDROLYSE DE LA CELLULOSE 

A.1.- S t r u c t u r e  de  la c e l l u l o s e :  

L a  c e l l u l o s e  e s t  un polymère non r a m i f i é  Je 1'3 1,4 0-g lucoses 

assemblés sous forme de m i c r o f  i b r i l l e s ,  pa r  des l i a i s o n s  hydrogènes, e t  

c a r a c t é r i s é  p a r  deux zones d i s t i n c t e s  ( f i g u r e  2) .  Une zone c r i s t a l l i n e  

ou l e s  m i c r o f i b r i l l e s  s o n t  p a r f a i t e m e n t  ordonnées e t  une zone amorphe 

désorganisée.  L 'ensemble de c e s  é d i f i c e s  c e l l u l o s i q u e s  ba igne dans une  

m a t r i c e  con tenan t ,  e n t r e  a u t r e ,  l e s  l i g n i n e s  q u i  gènent l e s  a c t i v i t é s  

c e l l u l a s i q u e s  e t  h é m i c e l l u l a s i a u e s  m ic rob iennes  (COWLING e t  KIRK, 1976; 

MESHARTREE e t  SADDLER, 1983; SAûDLER e t  a l . ,  1982) 

L ' h y d r o l y s e  enzymatique de l a  c e l l u l o s e  dépend p a r  a i l l e u r s  de son  

degré de c r i s t a l l i n i t é ,  de son degré de p o l y m é r i s a t i o n ,  e t  de l a  n a t u r e  

des systèmes enzymatiques eux-même ( l e u r  t a i l l e  dé te  m i n a n t  l e u r  

c a p a c i t é  de d i f f u s i o n  pa r  r a p p o r t  à l a  p o r o s i t é  des c e l l u l o s e s )  

De nombreuses études concernen t  l e s  t r a i t e m e n t s  phys iques  e t / ou  

ch imiques pe rme t t an t  d ' a m é l i o r e r  l ' a c c e s s i b i l i t é  des c e l l u l o s e s  par  une 

r u p t u r e  des l i a i s o n s  c e l l u l o s e / l i g n i n e  e t  une d é s t a b i l i s a t i o n  des 

s t r u c t u r e s  c r i s t a l l i n e s  de l a  c e l l u l o s e .  Il s ' a g i t  e s s e n t i e l l e m e n t  de 

t r a i t e m e n t s  à l a  soude (Mc DONALD e t  a l . ,  1983; AVGERINOS e t  WANG, 

19833 e t  à l ' a c i d e  (BOYER e t  REDMOND, 1983; CHEN e t  GONG, 1982) ;  de 
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t r a i t e m e n t s  à l a  vapeur,  s u i v i s  d 'une  d é p r e s s u r i s a t i o n  b r u t a l e  (DALE e t  

MOREIRA, 1982; PFEFFER e t  KHANN, 1976);  des broyages (RYU e t  a l . ,  1982; 

NEILSON e t  a l . ,  1982) e t  des i r r a d i a t i o n s  (HAN e t  CIEGLER, 1982; 

LILLEHOJ e t  HAN, 1983) .  

A.2.- Les p r i n c i p a l e s  espèces anaérob ies  c e l l u l o l y t i q u e s :  

Ces espèces s o n t  regoupées au t a b l e a u  1. E l l e s  o n t  é t é  

i s o l é e s  de sédiments  : C l o s t r i d i u m  papyroso lvens  (MADDEN e t  a l . ,  1982) 

de d i g e s t e u r s  : A c e t i v i b r i o  c e l l u l o l y t i c u s  (PATEL e t  a l . ,  1980) e t  

s u r t o u t  du rumen (HUNGATE, 1950; 1966; BRYANT, 1959; DEHORITY, 

19631.Les espèces l e s  p l u s  a c t i v e s  dans l e  rumen son t  Bac te ro i des  

succinogenes, Ruminococcus a l b u s  e t  R. f l a v e f  ac iens.  Récemment, une - 
n o u v e l l e  espèce du genre  C l o s t r i d i u m  a  é t é  i s o l é e  (GIALLO e t  a l . ,  1983)  

mais s a  d e s c r i p t i o n  r e s t e  incomplè te .  

Parmi  l e s  d i f f é r e n t e s  espèces b a c t é r i e n n e s  t he rmoph i l es  connues, 

1 deux seulement son t  c e l l u l o l y t i q u e s :  C l o s t r i d i u m  thermoce l lum (Mc BEE, 
I 

1 1950; NG e t  a l . ,  1977) e t  C l o s t r i d i u m  s t e r c o r a r i u m  (MADDEN, 1983). 

C l o s t r i d i u m  therrnocel lu laseum, q u i  a v a i t  é t é  i s o l é  p a r  ENEBO (1951 a  

é t é  r é -é tud ié  p a r  LEE e t  BLACKBURN (1975)  pou r  ses c a p a c i t é s  

c e l l u l o l y t i q u e s .  C e t t e  espèce b a c t é r i e n n e  p résen te  à l a  f o i s  l e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  de C. the rmoce l lum e t  C. s t e r co ra r i um .  - - 

A.3.- L ' h y d r o l y s e  enzymatique de l a  c e l l u l o s e :  

L  ' h y d r o l y s e  n a t u r e l l e  de l a  c e l l u l o s e  e s t  r é a l i s é e  en 

p l u s i e u r s  é tapes e t  d i f f é r e n t e s  enzymes r é a l i s e n t  l ' a t t a q u e  - 
p r é f é r e n t i e l l e  des zones amorphes e t  c r i s t a l l i n e s .  

A l a  s u i t e  des nombreux t r avaux  e f f e c t u é s  s u r  l e s  complexes 

c e l l u l a s i q u e s  e x c r é t é s  par  l e s  champignons (T.  r e e s e i  e t  T. v i r i d e ) ,  

REESE e t  WNDELS (1964)  o n t  émis l ' h y p o t h è s e  d ' u n  complexe enzymatique 

c o n s t i t u é  de t r o i s  f r a c t i o n s  : 

- Un complexe Cl : 1,4 R D-glucan c e l l o b i o h y d r o l a s e  (E.C. 3.2.1.91 ) 

encore appe lé  exo -ce l l u l ase ,  q u i  a g i t  l i b è r e  du c e l l o b i o s e  à p a r t i r  de 

l ' e x t r é m i t é  non r é d u c t r i c e  des cha înes  de c e l l u l o s e .  Cet t e  f f a c t i o n  

enzymatique a g i r a i t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  su r  l e s  zones c r i s t a l l i n e s ,  mais 

uniquement en présence du complexe CX ( L I  e t  a l . ,  1965 ; SPREY e t  

LAMBERT, 1983 1. 
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TABLEAU no 3 - COMPARAISON DES ACTIVITES HYDP-OLYTIQUES SPECIFIQUES 

DE C.  THERMOCELLUM (souche LQRI)  ET T. FSESEI (souchi  QF.1 9 4  14)  



- Un complexe CX: 1,4 O D-glucan hyd ro l ase  (E.C.3.2.1.3) encore 

appe lé  endo-ce l lu lase ,  q u i  a g i t  au hasard  su r  l e s  f i b r e s  de c e l l u l o s e  

en l i b é r a n t  du g lucose ,  du c e l l o b i o s e  e t  des c e l l o d e x t r i n e s .  C e t t e  

f r a c t i o n  enzymatique a t t a q u e r a i t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l e s  zones amorphes. 

- Une c e l l o b i a s e  ou B g l ucos idase  (E.C.3.2.1.21) q u i  h y d r o l y s e  en 

g lucose  l e  c e l l o b i o s e  e t  l e s  c e l l o d e x t r i n e s  de degré de p o l y m ~ r i s a t i o n  

i n f é r i e u r  à 6. 

Ces t r o i s  f r a c t i o n s  a g i r a i e n t  en s y n e r g i e  dans l ' h y d r o l y s e  de l a  

c e l l u l o s e  ( t a b l e a u  2  1. 

Très peu d '  études concernen t  l ' a c t i v i t é  e x o - c e l l u l a s i q u e  des 

b a c t é r i e s  anaérob ies.  Chez l e s  espèces ayan t  une f o r t e  c a p a c i t é  

h y d r o l y t i q u e ,  c e t t e  a c t i v i t é  e s t  en e f f e t  t r è s  f a i b l e  p a r  r a p p o r t  à 

c e l l e  des champignons. C. the rmoce l lum possède une c e l l o b i o h y d r o l a s e  4 - - 
à 7  f o i s  moins a c t i v e  que c e l l e  de T. r e e s e i  ( t a b l e a u  3 ) .  C e l l e - c i  - 
s e r a i t  i n h i b é e  p a r  l ' o xygène  (JOHNSON e t  a l . ,  1982) mais  pas p a r  l e  

g lucose  n i  pa r  l e  c e l l o b i o s e  c o n t r a i r e m e n t  à ce que l ' o n  observe dans 

l e  c a s  des e x o - c e l l u l a s e s  f ong iques  (OKADA e t  a l . ,  1968; SELBY e t  

MAITLAMD, 1967; GONG e t  a l . ,  1979). 

Les systèmes enzymatiques p r é s e n t e n t  une m u l t i p l i c i t é  au n i veau  de 

chaque f r a c t i o n  (RABINOVITCH e t  a l . ,  1983).  Deux f r a c t i o n s  exo- 

c e l l u l a s i q u e s  o n t  é t é  p u r i f i é e s  chez Tr ichoderma k o n i n g i i  (WOOD e t  Mc 

CRAE, 1972).  Q u a t r e  f r a c t i o n s  endo -ce l l u l as i ques  o n t  é t é  p u r i f i é e s  chez 

T. r e e s e i  (GONG e t  a l . ,  1979; LABUDOVA e t  FARKAS, 1983) e t  deux chez T. - 
k o n i n g i i  (HALLIWELL e t  VINCENT, 1981). De même, deux O g l ucos idases  

o n t  é t é  p u r i f i é e s  chez T. r e e s e i  ( INGLIN e t  a l . ,  1980) .  Chez C. - - 
thermocel lum,  deux f r a c t i o n s  endo -ce l l u l as i ques  o n t  é t é  mises en 

év idence  p a r  c lônage  chez E. c o l i  des gènes codant  pour  l a  synthèse des  -- 
c e l l u l a s e s  de c e t t e  espèce bac té r i enne  (CORNET e t  a l . ,  1983).  Une des 

f r a c t i o n s  a i n s i  m ise  en év idence  é t a i t ,  en e f f e t ,  t o t a l e m e n t  d i f f é r e n t e  

de c e l l e  q u i  a v a i t  é t é  p réa lab lement  p u r i f i é e  e t  c a r a c t é r i s é e  par  NG e t  

ZEIKUS ( 1981 b 1 e t  PETRE e t  a l .  ( 1981 ) . 
Les e n d o - c e l l u l a s e s  son t  e n d o c e l l u l a i r e s  chez l a  p l u p a r t  des 

b a c t é r i e s  i s o l é e s  du rumen, comme chez R. f l a v e f a c i e n s ,  chez q u i  e l l e s  - 
son t  l i é e s  à l a  p a r o i  ( PETTIPHER e t  LAIHAN, 1979; LATHAN e t  a l . ,  1978).  

Par c o n t r e  l a  m a j o r i t é  des espèces ayan t  une f o r t e  a c t i v i t é  

h y d r o l y t i q u e ,  possèdent  des e n d o - c e l l u l a s e s  e x t r a c e l l u l a i r e s .  C ' e s t  l e  

cas de C. the rmoce l lum (GARCIA-MARTINEZ e t  a l . ,  19801, de C. - 
s t e r c o r a r i u m  (CREUZET e t  FRIXON, 1983) d 'A.  c e l l u l o l y t i c u s  (KHAN, 1980) - 

h&. .a-\,to 
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FIGURE n O 3 - SCHEMA D'HYDROLYSE DE LA CELLULOSE PAR C. THERMOCELLUM i 
( 1 )  endo 8 1,4 glucancue; ( 2 )  exo 8 1,4 glucanacle; ( 3 )  c&odex;ttirre 
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TABLEAU n o  4 - CAPACTERISTIQUES DE QUELQUES FRACTIOtlS EPIZYI.fATIQUES DE BACTERIES ALIAEP.CE!IES P:\F 

R?GJPC?RT AUX CHcV.IPICNOCIS - 



de R. a l b u s  (HALLIWELL, 1979) e t  de B. succinogenes (FORSBERG e t  -- - 
GROLEAU, 1981; GROLEAU e t  FORSBERG, 1983).  C e t t e  d e r n i è r e  p résen te  

d ' a u t r e  part l a  p a r t i c u l a r i t é  d ' e x c r é t e r  dans l e  m i l i e u  des " v é s i c u l e s  

enzymatiquesu ayan t  à l a  f o i s  des a c t i v i t é s  h é m i c e l l u l a s i q u e s  e t  

ce l l u l a s i q u e s  ( FORSBERG e t  a l . ,  1981 ; GROLEAU e t  FORSBERG, 1981 1. Des 

é tudes  récen tes  o n t  également m is  en év idence  chez C. t h e ~ ~ ~ e l l ~ m  - 
l ' e x c r é t i o n  d 'un  complexe enzymatique de h a u t  po ids  m o l é c u l a i r e  (LPMED 

e t  a l . ,  19831, a y a n t  a u s s i  l a  p r o p r i é t é  d ' adhé re r  aux f i b r e s  de 

c e l l u l o s e  (BAYER e t  a l . ,  1983) .  

Les D g lucos idases  des  b a c t é r i e s  anaérob ies  s o n t  généralement 

s i t u é e s  dans l ' e s p a c e  pé r i p l asm ique  des c e l l u l e s  (WOODWARD e t  WISEMAN, 

1982). C ' e s t  l e  cas de C. s t e r c o r a r i u m  (CREUZET e t  a l . ,  19831, d'A. - - 
c e l l u l o l y t i c u s  (KHAN, 1980),  de - B. succinogenes ( FORSBERG e t  GROLEAU, 

1982) e t  de C. the rmoce l lum ( A I T  e t  a l . ,  1982).  Chez c e t t e  d e r n i è r e  l a  - 
i3 g lucos idase  a  d ' a u t r e  part une a f f i n i t é  p l u s  grande pour  l e  

l a m i n a r i b i o s e  ( l i a i s o n s  r3 1,3)  que pour  l e  c e l l o b i o s e  ( l i a i s o n s  i3 1,4) .  

C. the rmoce l lum possède d ' a u t r e  p a r t  deux a u t r e s  enzymes: une - 
c e l l o b i o s e  phosphory lase (ALEXANDER, 1972 a )  e t  une c e l l o d e x t r i n e  

phosphory lase (SHETH e t  ALEXANDER, 1967; ALEXANDER, 1972 b )  p e r m e t t a n t  

une a s s i m i l a t i o n  d i r e c t e  du c e l l o b i o s e  e t  des c e l l o d e x t r i n e s .  

L ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e  p a r  C. the rmoce l lum se f e r a i t  a l o r s  s e l o n  - 
l e  schéma résumé f i g u r e  3. 

A.4.- C a r a c t é r i s t i q u e s  des c e l l u l a s e s  bac té r i ennes  e t  

comparaison avec l e s  c e l l u l a s e s  fong ique  S. 

A.4.1.- C a r a c t é r i s t i q u e s :  

La  t a i l l e  des c e l l u l a s e s  dé te rmine  l e u r  c a p a c i t é  de 

d i f f u s i o n  p a r  r a p p o r t  à l a  p o r o s i t é  des c e l l u l o s e s .  Une étude 

b i b l i o g r a p h i q u e  de LEE e t  FAN (1980) montre  que l a  t a i l l e  des 

c e l l u l a s e s  f ong iques  e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  des b a c t é r i e s  aé rob ies ,  ce 

q u i  e x p l i q u e r a i t  en p a r t i e  l e u r  m e i l l e u r e  a c t i v i t é .  Jusqu 'à  p résen t ,  

t r è s  peu de t r a v a u x  o n t  p o r t é  s u r  l a  p u r i f i c a t i o n  de c e l l u l a s e s  des 

b a c t é r i e s  anaérob ies  s t r i c t e s .  Le t a b l e a u  4 regroupe l e s  p r i n c i p a u x  

r é s u l t a t s  d i s p o n i b l e s .  Les deux espèces l e s  p l u s  a c t i v e s .  5 
thermocel lum e t  8. succinogenes, e x c r è t e n t  dans l e  m i l i e u  des 

agglomérats  enzymatiques de t r è s  hau t  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  ( s u p é r i e u r  à 
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! CI,OSTPdDIUM TI IERI.1OCELLUM TRICIIODER!JII\ REESEI . , , 
i 1 

. rapport endo-glucanase/exo- 

glucanase élevé 

activité exo-glucanasique 

supérieure 

activité cellobiasique intracellulaire 

activité et stabilité à 60-70°C 
(25-50% de stabilité) 

en conditions optimales: 

Vmax = 0 , 4  )mol/mn/mg 

activité intra et extracellulaire 

énergie d'activation: 3 3  K J  

I 
coe f . température : 1,8 

i Kmax : 1 8 , 2  

activité et stabilité de 2 5  à 50°C 
(60% de dénaturation à 60°C-30 mn) 

l 
pas d'inhibition à concentration 1 20 F M  

inhibition par A ~ + +  et ~ g + +  

1 inhibition par ~a++, M~++, Mn++ 
1 

pas d'inhibition jusqu'à 10 mM - 

cellobiose et le xylose 

i pas d'inhibition par le glucose, le , inhibition par le glucose ( 7 3  mM) 

i et le cellobiose (29 mM) 

inhibition par CU++ ( 20 mM) et 
Zn++ ( 150 mM) 

TABLEAU n05 - COMPARAISON DES CELLULASES DE C.TIIEREIOCELLUM ET T.FEESEI 

( dfnpm?a NC ex ZEiKUS, 79b7  b )  

inhibition identique 



200 000) .  B i en  que c e t t e  t a i l l e  s o i t  t r o p  i m p o r t a n t e  pour  une d i f f u s i o n  

f a c i l i t é e ,  l ' a d h é s i o n  de c e s  c o n c e n t r a t s  enzymatiques peu t  e x p l i q u e r  l a  

f o r t e  a c t i v i t é  h y d r o l y t i q u e  de ces  espèces. 

Le pH opt imun d ' a c t i v i t é  des c e l l u l a s e s  bac té r i ennes  e s t  s i t u é  à 

pH ac i de  (5,O-6,5) e t  t o u j o u r s  i n f é r i e u r  au pH optimum de c ro i ssance  de 

ces b a c t é r i e s  (7,O-7,4). D ' a u t r e  p a r t ,  s i  l e s  b a c t é r i e s  t he rmoph i l es  

o n t  un système enzymatique a c t i f  à l a  tempérz tu re  de c ro i ssance  (60°C),  

l e s  b a c t é r i e s  mésophi les ,  p a r  c o n t r e ,  o n t  une tempéra tu re  o p t i m a l e  

d ' a c t i v i t é  h y d r o l y t i q u e  (50°C) supé r i eu re  à l e u r  tempéra tu re  de 

c r o i s s a n c e  (35OC) . 

A.4.2.- I n d u c t i o n  e t  r é p r e s s i o n  des c e l l u l a s e s :  - - 
Chez l e s  champignons, l e  l a c t o s e  (TRIVEDI e t  RAD, 19801, 

l a  s a l i c i n e  e t  l e  sophorose (STERNBER e t  MANDELS, 1979, 1980 ; 

MONTENECCURT e t  a l . ,  1979; NISIZAWA e t  a l . ,  1971) peuvent  i n d u i r e  l a  

syn thèse  des c e l l u l a s e s .  Ma i s  l a  c e l l u l o s e ,  elle-même, r e s t e  l e  

m e i l l e u r  i n d u c t e u r  de c e l l u l a s e s  (TRIVEDI e t  RAD, 1980 ; REESE e t  a l . ,  

1969; TANGNU e t  a l . ,  1981 1 .  Le r ô l e  du c e l l o b i o s e  e s t  complexe dans l a  

mesure où il i n d u i t  l a  f o r m a t i o n  de c e l l u l a s e s  chez de nombreux 

1 

champignons, mais i n h i b e  a u s s i  l e u r s  a c t i v i t é s  (GONG e t  a l . ,  1979). 

C e r t a i n s  analogues s t r ~ c t u ~ a u x  comme l e  t h i o c e l l o b i o s e  (RH0 e t  a l . ,  

1982) e t  l e  c e l l o b i o s e  d i - p a l m i t a t e  (REESE e t  a l . ,  19691, i n d u i s e n t  l a  

synthèse de g l y c o s i d a s e s  en é v i t a n t  l e s  problèmes de r é p r e s s i o n  

ca tabo l i que .  Une é tude  r é c e n t e  d  'ARRIETA-ESCOBAR e t  BELIN ( 1982 a  

d ' a u t r e  p a r t  montré que c e r t a i n s  composés p ~ l ~ p h é n o l i q u e s  d é r i v é s  de l a  

l i g n i n e  p o u v a i e n t  ê t r e  i n d u c t e u r s  des c e l l u l a s e s  fong iques .  

Chez C. thermocel lum,  l e s  ce l l u l a s e s  s o n t  c o n s t i t u t i v e s  (CREUZET - 
e t  a l . ,  1980) e t  ne son t  pas soumises à l a  r é p r e s s i o n  c a t a b o l i q u e  comme 

l e  s o n t  c e l l e s  des b a c t é r i e s  du rumen (FUSEE e t  LEATHEAWOOD, 1972; 

SMITH e t  a l . ,  1973 ; STEWARD, 1977 ; HALLIWELL, 1957 ; FRANCIS e t  a l . ,  

1978) .  Chez R. a l b u s  e t  R. f l a v e f a c i e n s ,  ces  a u t e u r s  o n t  mont ré  que l e s  
A- - 

c e l l u l a s e s  ne s o n t  pas  i n h i b é e s  p a r  l e s  suc res  ( g l ucose  e t  c e l l o b i o s e  

mais  que l a  syn thèse  enzymatique e s t  répr imée à 95% pa r  10 g / l  de 

c e l l o b i o s e  e t  à 65% pa r  5 g / l  de g lucose .  Des t r avaux  r é c e n t s  (HILTNER 

e t  DEHORITY, 1983) o n t  t o u t e f o i s  montré  que le pourcentage de 

dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  par  R. f l a v e f a c i e n s  e s t  inversement  

p r o p o r t i o n n e l  à l a  q u a n t i t é  de suc res  a j o u t é .  Par c o n t r e ,  l e  temps de 
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l a t e n c e  de l a  c e l l u l o l y s e  p a r  R. a l bus ,  R. f l a v e f a c i e n s  e t  B. -- - 
succinogenes e s t  d im inué  p a r  l ' a p p o r t  de suc res ,  l a  c r o i s s a n c e  de c e s  

b a c t é r i e s  é t a n t  f a v o r i s é e .  

Les c e l l u l a s e s  de C. the rmoce l lum ne s o n t  pas i n h i b é e s  pa r  l e s  - 
sucres  (g lucose ,  c e l l o b i o s e  e t  x y l o s e )  même en f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  

(NG e t  ZEIKUS, 1981 a; SHINMYO e t  a l . ,  1979).  Par c o n t r e ,  comme chez - R. 

a lbus  (FUSEE e t  LEATHERWOOD, 1972) ces  enzymes s o n t  p a r t i e l l e m e n t  - 
i n h i b é e s  pa r  l ' o xygène  (JOHNSON e t  a l . ,  1982).  Enprésence d ' u n  agent 

r éduc teu r  ( d i t h i o t h r e i t o l )  , c e s  au teu rs  o n t  en e f f e t  montré .  que l e s  

c e l l u l a s e s  de C. the rmoce l lum é t a i e n t  a u s s i  a c t i v e s  que c e l l e  de T. - 
reese i .  

L ' a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i q u e  de C. thermocel lum e s t  amé l io rée  en 

présence de 13 g l ucos idase  ( A I T  e t  a l . ,  1979).  T o u t e f o i s ,  c e c i  r e f l è t e  

p l u s  une a c t i o n  synerg ique  des enzymes ( l a  B g lucos idase  de 5 
the rmoce l lum n ' é t a n t  pas l i b é r é e  dans l e  su rnagean t )  qu'une i n h i b i t i o n  

p a r  l e  c e l l o b i o s e .  

Chez C. s t e r co ra r i um ,  p a r  con t re ,  l ' e n d o - c e l l u l a s e  n ' e s t  pas - 
i n h i b é e  pa r  l e  g lucose  m i s  p a r  l e  c e l l o b i o s e  (1,25 mM i n h i b a n t  50% de 

l 'enzyme,  CREUZET e t  FRIXON, 1983) .  

B. - HYDROLYSE E S  XYLANES - - - 
B. 1 .- Les xy lanes 

A  l ' e n c o n t r e  de l a  c e l l u l o s e ,  l e s  xy lanes  s o n t  des 

hétéropolymères amorphes c o n s t i t u é s  p a r  un s q u e l e t t e  p r i n c i p a l  de 

r é s i d u s  anhydroxy lose  l i é s  en R 1,4 e t  p o r t a n t  des cha înes  l a t é r a l e s  de 

n a t u r e  t r è s  v a r i a b l e  en f o n c t i o n  de l ' o r i g i n e  de ce po l yos i de .  En f a i t ,  

deux t ypes  de r é s i d u s  s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  p résen t s  : l ' a r a b i n o f u r a n o s e  

e t  l ' a c i d e  g l ucu ron ique  méthy lé .  La  f i g u r e  4 schématise l a  s t r u c t u r e  

géné ra l e  des xy lanes.  

8.2.- Hyd ro l yse  enzymatique des xy lanes 

Les microorganismes h é m i c e l l u l o l y t i q u e s  m e t t e n t  en j eu  de 

nombreux enzymes l e u r  pe rme t t an t  une h y d r o l y s e  t o t a l e  des 

h é m i c e l l u l o s e s  ( t a b l e a u  6). 



TABLEAU no 6 - LES DIFFERENTES HEMICELLULASES ET LEURS ACTIONS - 
(d'apëa DEKKER cd RICHARDS, 7916) 

GLUCANE HYDROLASES 

L ARABINASES 

D MANNANASES endo D mannanase 

1 
arabino galacto oligosaccharides 

tan-galactohydrolase 

exo ( 1-4) BD galac- 

D XYLANASES endo (1-3) BD xylanase liaisons (1-3) BD D xylose, xylooligosaccharides ............................................................................................... 
exo (1-3) f3D xylanase II D xylose ............................................................................................... 
endo (1-4)BD xylanase liaisons (1-4) BD des xylanes, arabino- xylose, xylobiose, xylotriose, 

xylanes, arabinoglucuronoxylanes, etc.. arabinose, arabinoxylooligosacch 

rides ............................................................................................... 
exo (1-4) f3D xylanase 4 )  xylose 

TYPES 

endo L arabinase 

exo L arabinase 

MODE D'ACTION 

rare - peu d'étude 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

résidus (1-3) et (1-5) a L arabino 

furanosyl des L arabanes, L arabino 

D xylanes, gomme arabique, phényl a L 

arabino furanosides. 

PRODUITS DE LA REACTION 

L arabinose 



Les p r i n c i p a l e s  b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s  h é m i ~ e l l u l o l ~ t i q u e s  s o n t  

reg roupées  au  t a b l e a u  1 ; l a  p l u p a r t  d e  c e s  espèces s o n t  éga lemen t  

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

L ' h y d r o l y s e  c o m p l è t e  des  x y l a n e s  v a  n é c e s s i t e r  l ' a c t i o n  p r é a l a b l e  

d ' a r a b i n o f u r a n o s i d a s e  e t  de g l u c u r o n i d a s e ,  l a  p résence  de r é s i d u s  

a r a b i n o s e s  e t  d ' a c i d e s  g l u c u r o n i q u e s  v e n a n t  empêcher l ' a c t i o n  des  

endo-xy lanases (DEKKER e t  RICHARD, 1976) .  

Les  x y l a n a s e s  f o n g i q u e s  o n t  s u r t o u t  é t é  é t u d i é e s  chez T. r e e s e i  - 
(DEKKER, 1983)  - T. v i r i d e  (HASHIMOTO e t  a l . ,  1971 1. Chez S p o r o t r i c h u m  

dimorphosporum, CONTAT ( 1 9 8 3 )  a  m i s  en é v i d e n c e  j u s q u  'à 9 x y l a n a s e s  

a y a n t  des  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  v a r i a b l e s  s u r  CMC, c e l l o b i o s e ,  

a m y l o p e c t i n e ,  e t c .  . . De même, 1 'endo-xy lanase e x t r a c e l l u l a i r e  de - T. 

r e e s e i  e s t  c o n s t i t u é e  de  5 f r a c t i o n s  enzymat iques  (DEKKER, 1 9 8 3 ) ;  chez  

A s p e r g i l l u s  n i g e r  2  f r a c t i o n s  x y l a n a s i q u e s  e t  u n e  x y l o b i a s e  o n t  6 th  

p u r i f i é e s  (KAKENISHI e t  TSUJISAKA, 1975) .  11 e s t  i n t é r e s s a n t  de 

c o n s t a t e r  que, dans c e  d e r n i e r  c a s ,  l a  x y l o b i a s e  a g i t  en s y n e r g i e  avec  

l ' u n e  ou  l ' a u t r e  des  endo-xy lanases,  m a i s  que l e s  deux f r a c t i o n s  endo- 

x y l a n a s i q u e  ne se  c o m p l è t e n t  pas. 

Chez l e s  b a c t é r i e s  du rumen, l e s  x y l a n a s e s  e t  l e s  a r a b i n a s e s  s o n t  

l i é e s  à l a  p a r o i  (WILLIAMS e t  WITHERS, 1981)  e t  de t y p e  endo-glucanase.  

Les x y l a n a s e s  de  c e s  b a c t e r - i e s  o n t  une  p l u s  g rande  a f f i n i t é  p o u r  l e  D 

x y l a n e  que p o u r  l e s  h é m i c e l l u l o s e s  r a m i f i é e s  comme l ' a r a b i n o - x y l a n e ,  

l e s  r é s i d u s  a r a b i n o s e  p o u v a n t  a g i r  comme i n h i b i t e u r  (HOWARD e t  a l . ,  

1960) .  Dans c e  d e r n i e r  cas ,  l a  d é g r a d a t i o n  des  a r a b i n o - x y l a n e s  

n é c e s s i t e  l ' a c t i o n  p r é a l a b l e  d e s  L - a r a b i n o f u r a n o s i d a s e s ,  s u i v i e  de 

c e l l e  des  x y l o s i d a s e s  e t  des  x y l a n a s e s  (GAILLARD e t  a l . ,  1965 ; 

WILLIAMS e t  WITHERS, 1982 b ) .  De p l u s ,  à l ' e x c e p t i o n  de c e r t a i n e s  

souches de - R. f l a v e f a c i e n s ,  B. s u c c i n o g e n e s  e t  B. r u m i n i c o l a ,  t o u t e s  - - 
l e s  b a c t é r i e s  h é m i c e l l u l o l y t i q u e s  d u  rumen p r o d u i s e n t  s i m u l t a n é m e n t  des  

a r a b i n a s e s  e t  d e s  L - a r a b i n o f u r a n o s i d a s e s .  

S u i v a n t  l e s  espèces b a c t é r i e n n e s  c e s  enzymes p e u v e n t  ê t r e  

i n d u c t i b l e s  ou c o n s t i t u t i v e s .  Chez B. succ inogenes ,  l e  x y l a n e  e s t  l e  - 
m e i l l e u r  i n d u c t e u r  de x y l a n a s e s ,  m a i s  chez  l a  p l u p a r t  d e s  a u t r e s  

souches t e s t é e s  p a r  WILLIAMS e t  WITHERS (1982  b  1 ,  l e  x y l o s e  e s t  l e  

m e i l l e u r  i n d u c t e u r  de l a  s y n t h è s e  des  xy lanases .  Les x y l a n a s e s  s o n t  

c o n s t i t u t i v e s  c h e z  R. f l a v e f a c i e n s  (PETTIPHER e t  LATHAN, 19791, e l l e s  - 
s o n t  i n d u c t i b l e s  chez B. amylogenes e t  B u t y r i v i b r i o  sp. (HOWARD e t  a l . ,  - - 



1960).  De même, chez l a  p l u p a r t  des  b a c t é r i e s  du rumen, l a  synthèse des  

a rab inases  e s t  f a v o r i s é e  p a r  l a  présence d  ' a rab inane  e t  d ' a r a b i n o s e  

(WILLIAMS e t  WITHERS, 1982 b  1. 

Les xy lanases  des champignons p r é s e n t e n t  une a c t i v i t é  o p t i m a l e  à 

pH ac ide ,  de pH 4 , O  à 5,O e t  à tempéra tu re  é levée,  de 50 à 70°C 

(DEKKER, 1983 ; ïALESWSKA e t  URBANEK, 1981 ; TSUNOOA e t  a l . ,  1977).  Par 

con t re ,  l e s  b a c t é r i e s  du rumen o n t  une a c t i v i t é  o p t i m a l e  à pH p l u s  

é l evé :  de pH 5,5 (HûWARD e t  al . ,  1960) à pH 6,O (WALKER e t  HOPGOOD, 

1961) e t  à une tempéra tu re  p l u s  f a i b l e  de 37 à 40°C. 

Les xy lanases de B. amylogenes e t  B u t y r i v i b r i o  sp., c o n t r a i r e m e n t  - - 
à c e l l e  de T. r e e s e i ,  ne s o n t  pas  a c t i v e s  s u r  CMC (HOWARD e t  a l . ,  - 
1960).  DEHORITY (1973)  a  d ' a u t r e  p a r t  mont ré  q u ' i l  e x i s t e  peu de 

syne rg i e  e n t r e  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  e t  b a c t é r i e s  

h é m i c e l l u l o l y t i q u e s  pour  l a  dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e .  

l T o u t e f o i s  en r a i s o n  de l a  d i v e r s i t é  des  s u b s t r a t s  dans l e  rumen, 

1 c e t t e  s y n e r g i e  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  espèces h y d r o l y t i q u e s ,  comprenant 

a u s s i  des  P r o t o z o a i r e s  (BAILLEY e t  GAILLARD, 1965) permet un rendement 

maximal de dég rada t i on  des c e l l u l o s e s ,  h é m i c e l l u l o s e s  e t  pec t i nes .  

S i  l e s  b a c t é r i e s  h ~ m i c e l l u l o l y t i q u e s  mésoph i les  s o n t  r e l a t i v e m e n t  

b i e n  connues, il n ' e n  va pas de même en t h e r m o p h i l i e .  Aucune souche 

l t h e r m o p h i l e  anaérob ie  s t r i c t e  n ' e s t  a c t u e l l e m e n t  é t u d i é e  pour  ses  

c a p a c i t é s  h é m i c e l l u l o l y t i q u e s .  C. the rmoce l lum e s t  capab le  d ' h y d r o l y s e r  - 
l e s  xy lanes,  mais sans p o u v o i r  f e rmen te r  l e s  pentoses p r o d u i t s  

(GARCIA-MARTINEZ e t  al., 1980 1. C. s t e r c o r a r i u m ,  par  c o n t r e ,  fermente - 
l e  xy l ose  e t  possède une xy lanase  (MADDEN, 1983) ma i s  aucune étude n ' a  

encore é t é  f a i t e  s u r  ces  c a p a c i t é s  h é m i c e l l u l o l y t i q u e s .  

B i e n  que l e s  microorganismes aé rob ies  a i e n t  é t é  j usqu  ' a l o r s  l e s  

l p l u s  é t u d i é s ,  l e s  b a c t é r i e s  anaérob ies  p r é s e n t e n t  un p o t e n t i e l  

i n t é r e s s a n t  double :  d 'une p a r t  p a r  l e u r s  c a p a c i t é s  c e l l u l a s i q u e s ,  l o r s  

d ' u n e  é tude  récen te  KHAN e t  VAN DEN BERG (1981  1 o n t  ob tenu  une a c t i v i t é  

c e l l u l a s i q u e  comparable à c e l l e  de T. r e e s e i  avec une p o p u l a t i o n  - 
anaérob ie  m i x t e  e t  d ' a u t r e  p a r t  p a r  l e u r s  c a p a c i t é s  f e rmen ta i r es .  o u t r e  

son r ô l e  i m p o r t a n t  dans l e s  systèmes d ' é p u r a t i o n  (COUPLET e t  ALWGNAC, 

1978),  l a  f e r m e n t a t i o n  anaerob ie  c o n s t i t u e  l a  base de l a  p r o d u c t i o n  

m ic rob ienne  d ' e n e r g i e .  En absence d'O2, l a  m a t i è r e  o rgan ique  e s t  

c a t a b o l i s é e  en un grand nombre de p r o d u i t s  i n t é r e s s a n t s  pour  

l ' i n d u s t r i e  ( é t h a n o l ,  méthane, a c é t a t e ,  acé tone-bu tano l  e t c .  ) , au l i e u  

d ' ê t r e  complètement m i n é r a l i s é e  en CO e t  H O. Or a c t u e l l e m e n t  peu de 
2 2 

b a c t é r i e s  anaé rob ies  s o n t  u t i l i s é e s  dans l e s  procédés i n d u s t r i e l s .  



I Ruminococcus f lavef aciens 1 f + - - t ++ * f 
I 

i i W 
W 

i E i 
f 

BACTERIES MESOPHILES N 
O j h A x U 

1 Bacteroides succinogenes 
i 

Streptococcus bovis .f f - - +++ - 4- - - 
Eubacterium ruminantium + - + + - - - 
Clostridium saccharolyticum ++ - - + - ++ + 

- + - - - 
+ l 

Selenomonas ruminantium ! - + + 1 1  
1 

+ + - - - ++ - - u 

' Ruminococcus albus l +  + - - * * + + 

1 BACTERIES THEWOPHILES 

Eubacterium cellulosolvens 

Butyrivibrio? f ibrisolvens 

Clostridium thermocellum + - - + - + + 

Clos tridi um thermohydrosulfu - - + - ++ + 
rlcum i + i 

* f - - +++ * - + 
++ +u -- + + - + + 

Clostridium thermosac haroly-) - + - + + - + + + 

Clos tridium Btercorarium 1 -  + 

- - + - + + + 

+ I 

Thermoana ro - - - ++ + 
ace%oeB3I?Zus 

Thermoanaerobacter ethanolicus + - - + - +++ + + l 
+ 1 

Clostridium lochheadii 

Clostridium thermosulfurogenes- + - - + - + + + 

Clostridium thermoautotrophicum +++ - - - - - - - 

1 Thermoanaerobium brockii 1 - + - - + - ++ + + I  -~ ~~ 

+ 
+ + - + - + + + +, 

Clostridium thermoaceticum 

I Acetogenium kivui 

TABLEAU no 7 - PRODUITS DE FERMENTATION DE QUELQUES BACTERIES HYDROLYTIQUES 

- +++ - - - - - - - 
- +++ - - - - - - 

- i 

ET FERMENTATIVES MESOPHILES ET THERMOPHILES - 

] Clostridium longisporum 1 + + - - t - - f + 
Clostridium cellobioparum ! - + - - + - + + + 

Clostridium papyrosolvens 1 - + - - + - + + + 
1 

Ace tivibrio cellulolyticus 

Bacteroides amylophiluç 

Succinimonas amylolytica 

- ++ - - - - + + + 
+ + - - ++ - - 2 u 

- + + - - ++ - - u 

Megasphera elsdenii 

Lachnospira multiparus 

Butyrivibrio alactacidigens 

- +u + + - - - + + 
++" + - + 4 t + + 

+ + - ++ - - - + - 
Bacte roides ruminicola + - - - ++ - - u 

Succinivibrio dextrinosolven 1: ++ - f ++ - - - u 



II- FERMENTATION DES OSES CHEZ LES BACTERIES ANAEROBIES 

Dans l e s  écosystèmes a n a é r o b i e s ,  l e s  p o l y m è r e s  g l u c i d i q u e s  s o n t  

f e r m e n t é s  p a r  d e s  p o p u l a t i o n s  m i x t e s  i n c l u a n t  l e s  b a c t é r i e s  

h y d r o l y t i q u e s  e t  l e s  b a c t é r i e s  f e r m e n t a t i v e s .  L e  t a b l e a u  7  résume l e s  

p r i n c i p a u x  m é t a b o l i t e s  f o r m é s  p a r  l ' e n s e m b l e  d e s  espèces  b a c t é r i e n n e s .  

A  q u e l q u e s  e x c e p t i o n s  p r è s ,  l e s  p r o d u i t s  de  f e r m e n t a t i o n  s o n t  des 

mélanges d ' a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s ,  d ' é t h a n o l ,  de  l a c t a t e ,  e t  d ' H  /CO2, en  
2 

p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  s e l o n  l e s  m ic roo rgan ismes .  

A  l ' e x c e p t i o n  d e s  b a c t é r i e s  h é t é r o l a c t i q u e s  q u i  u t i l i s e n t  l a  v o i e  

de  l a  Phosphocé to lase ,  l e s  b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s  f e r m e n t e n t  l e s  hexoses 

p a r  l a  v o i e  d'EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS, e t  l e s  p e n t o s e s  p a r  l a  v o i e  de 

WARBURG-DICKENS ( t a b l e a u  8 ) .  Il e x i s t e  d ' a u t r e s  v o i e s  mo ins  

répandues : l e  c y c l e  c i '  ENTNER-DOUDOROFF, c a r a c t é r i s t i q u e  de  Zymomonas 

m o b i l i s ,  e t  l a  v o i e  des  6 i f i d o b a c . t e r i a .  

A.- LES DIFFERENTES VOIES D'ATTAQUE DES OSES ET LES ENZYMES -- - ---- 
CARACTERISTIQIJES (COELE, 1975  ; GOTTSCHALK, 1979 ; WOOD, 1 9 6 1 )  

A. 1 .- L a  v o i e  d '  EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS : ( p l a n c h e  1, annexe) 

C e t t e  v o i e  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  f r u c t o s e  d i  phospha te  

a l d o l a s e  ( f o r m a n t  du  g l y c é r a l d é h y d e  3-P e t  du  d i  hyd roxyacé tone -P  à 

p a r t i r  du  f r u c t o s e  1 ,6  d i - P )  e t  l a  t r i o s e  phospha te  i somérase  

( t r a n s f o r m a n t  l e  d i  hydroxyacétone-P en g l y c é r a l d e h y d e  3 -P l .  

L e  b i l a n  g l o b a l  de c e t t e  r é a c t i o n  e s t  de 2 m o l e s  de p y r u v a t e  e t  2 

m o l e s  d '  ATP p a r  m o l e  d ' h e x o s e  f e r m e n t é .  

A.2.- L a  v o i e  des  hexoses  monophosphate ( v o i e  de WARWRG- 

DICKENS) : ( p l a n c h e  II, annexe)  

C e t t e  v o i e  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  g l u c o s e  6-phosphate  

déshydrogénase , l a  p h o s p h o g l u c o n a t e  déshydrogénase ( c o n v e r t i s s a n t  l e s  

hexoses  en p e n t o s e s ) ,  l a  t r a n s a l d o l a s e  e t  l a  t r a n s c é t o l a s e .  

L e  b i l a n  g l o b a l  de c e t t e  v o i e  de d é g r a d a t i o n  e s t  de 5 m o l e s  de 

p y r u v a t e ,  3  m o l e s  de CO e t  5 m o l e s  d'ATP p o u r  3 m o l e s  d ' h e x o s e s  
2  

fe rmen  tés .  



------- -- 

voie d'EMDEN-MEYEWOF-PARTNAS 1 hexose -> 2 pyruvate + 2 NADH + 2 ATP 

voie de l a  PHOSPHOCETOLASE 1 hexose + l  pyruvate + 1 CO2 + 1 acétyl  P 

+ 3 NADH + 1 ATP 

1 pentose ---2- 1 pyruvate b- 1 acétyl  P + 1 NADH + 1 ATP 

voie de WARBURG-DICKENS 3 hexoses + 5 pyruvate t 3 CO2 t 5 NADH + 5 ATP 
3 pentoses --3- 5 pyruvate t 5 NADH + 5 ATP 

TABLEAU no 8 - VOIES DE DEGRADATION DES SUCRES UTILISEES PAR LES BACTERIES ANAEROAIES 



A.3.- L a  v o i e  de l a  phosphocéto lase : (p l anche  III, arnexe)  

C e t t e  v o i e  e s t  c a r a c t é r i s é e  jusqu  'aux pentoses-P p a r  l e s  

mêmes enzymes que l a  v o i e  de WARBURG-DICKENS ( g l u c o s e  6-P 

déshydrogénase e t  6-phosphogluc onat  e  déshydrogénase) . Les pentose s-P 

son t  e n s u i t e  t r ans fo rmés  en g lycéra ldéhyde  3-P e t  acé t y l -P  p a r  l a  

phosphocétolase. 

Le b i l a n  de c e t e  r é a c t i o n  e s t  de 1 mole de py ruva te ,  1 mole de CO2 

e t  1 mole d '  ATP pa r  mole d 'hexose  fermenté.  

A.4.- La  v o i e  dlENTNER-DOUEOROFF e s t  c a r a c t é r i s é e  par  l a  2- 

céto,3-déoxy,6-phosphogluconate a l d o l a s e  fo rmant  du g lycéra ldéhyde  3-P 

e t  du p y r u v a t e  à p a r t i r  du 2-céto, 3-déoxy , 6-phosphogluconate. Le b i l a n  

de c e t t e  r é a c t i o n  e s t  de 2 moles de p y r u v a t e  e t  1 mole d '  ATP p a r  mole 

d 'hexose  fermenté.  L a  v o i e  des B i f  i d o b a c t e r i e s  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  --- 
f ruc tose-6  p h o s p h o c ~ t o l a s e  ( t r a n s f o r m a n t  l e  f r u c t o s e  6-P en e r y t h r o s e  

4-P e t  a c é t y l - P l ,  l a  t r a n s a l d o l a s e  e t  l a  t r a n s c é t o l a s e  ( t r ans fo rman t  

l e s  hexoses en pentoses-P) e t  l a  x y l u l o s e  5-P phosphocéto lase 

( t r a n s f o r m a n t  l e s  pen toses  5-P en g l ycé ra l déhyde  3-P e t  a c é t y l - P l .  Le 

b i l a n  de c e t t e  v o i e  de dég rada t i on  e s t  de 1 mole de py ruva te ,  1 mole 

d ' acé t y l -P  e t  1 mole d'ATP p a r  mole d'hexose. 

B.- LA DECAREOXYLATION W PYRUVATE -- - 

Chez l e s  anaérob ies,  l a  t r a n s f o r m a t i o n  du p y r u v a t e  en a c e t y l  coA 

e s t  r é a l i s é e  p a r  t r o i s  t y p e s  de r é a c t i o n s  q u i  c o n f è r e n t  aux 

microorganismes des p r o p r i é t é s  métabo l iques  t o u t  à f a i t  p a r t i c u l i è r e s .  

B.l .-  L a  r é a c t i o n  phospho roc las t i que  : 

C e t t e  r é a c t i o n  e s t  l a  p l u s  la rgement  répandue. E l l e  e s t  en 

p a r t i c u l i e r  c a r a c t é r i s t i q u e  des C l o s t  r i d i a .  La  décarb(:)xy l a t i o n  e t  l a  

déshydrogéna t ion  du p y r u v a t e  sont  c a t a l y s é e s  par  l a  py ruva te  

f e r r e d o x i n e  oxydoréductase (UYEDA e t  RABINOWITZ, 1971 ; RAEBURN e t  

RABINOWITZ, 1971 a e t  b ) :  





p y  r u v a t e  

a c e t y l  coA 

p y r u v a t e  + TPPE a c e t a l d e h y d e  TPPE + CO2 

a c e t a l d e h y d e  TPPE + Fd j TPPE + a c e t y l  coA + FdH2 

Fd H  + Fd + H* 2 

L ' a c c e p t e u r  d  ' é l e c t r o n  e s t  l a  f e r r e d o x i n e  d o n t  l e  p o t e n t i e l  r e d o x  

t r è s  b a s  ( E l 0  = - 0,41 mV) p e r m e t  l e  t r a n s f e r t  d ' e l e c t r o n s  de  l a  

f e r r e d o x i n e  r é d u i t e  s u r  l e s  p r o t o n s  e t  l a  l i b é r a t i o n  d f H  même s i  l a  
2  ' 

p r e s s i o n  p a r t i e l l e  d ' h y d r o g è n e  e s t  é l e v é e .  L e  Coenzyme A, l e  

p y r o p h o s p h a t e  de  t h i a m i n e  s o n t  d e s  c o f a c t e u r s  de c e t t e  r é a c t i o n  

(HESPELL e t  a l ,  1969) .  De même, l e s  i o n s  m é t a l l i q u e s  d i v a l e n t s  s o n t  

n é c e s s a i r e s ;  de  p l u s ,  l a  f e r r e d o x i n e  é t a n t  u n e  p r o t é i n e  c o n t e n a n t  8 

atomes de  f e r ,  une c a r e n c e  en f e r  p e u t  d é v i e r  l e  m é t a b o l i s m e  v e r s  l a  

p r o d u c t i o n  de l a c t a t e .  

L ' o x y d a t i o n  d ' u n e  m o l é c u l e  de p y r u v a t e  e s t  donc c o u p l é e  à l a  

p r o d u c t i o n  d ' u n e  m o l é c u l e  d1H2. C e r t a i n s  C l o s t r i d i a  p r o d u i s e n t  

t o u t e f o i s  p l u s  d ' h y d r o g è n e  q u ' i l s  ne d é g r a d e n t  de p y r u v a t e  (THAUER e t  

al.,  1977 )  e t  c e t t e  p r o d u c t i o n  s u p p l é m e n t a i r e  d ' H  p r o v i e n t  d e s  NADH 
2  

g é n é r é s  au c o u r s  de l a  g l y c o l y s e .  

La NADH f e r r e d o x i n e  oxydo r é d u c t a s e  pe rme t  l a  r é d u c t i o n  de l a  

f e r r e d o x i n e  p a r  l e  NADH (PETIT-DEWNGE e t  a l . ,  19741, e t  l e  t r a n s f e r t  

des  é q u i v a l e n t s  r é d u c t e u r s  s u r  l e s  p r o t o n s  v i a  l ' h y d r o g é n a s e :  

L ' a c t i v i t é  de c e t t e  enzyme e s t  r é g u l é e  p a r  l e  r a p p o r t  a c é t y l  

CoA/CoA, l ' a c é t y l  CoA a g i s s a n t  comme ac  t i v a t  e u r  a l l o s t é r i q u e  e t  l e  CoA 

comme i n h i b i t e u r .  C e t t e  r é a c t i o n  e s t  r é v e r s i b l e  e t  a l o r s  i n h i b é e  Dar  l e  

NADH. E l l e  e s t  thermodynamiquement t r è s  d é f a v o r a b l e  m a i s  d e v i e n t  

p o s s i b l e  à f a i b l e  p r e s s i o n  p a r t i e l l e  d ' hyd rogène  ( f i g u r e  5 ) .  



8.2.- La  r é a c t i o n  t h i o c l a s t i q u e  : 

Chez l e s  E n t é r o b a c t é r i e s ,  l e s  microcoques, a i n s i  que chez 

c e r t a i n s  S t rep tocoques  e t  c e r t a i n s  C l o s t r i d i a  (GOTTSCHALK, 19791, l a  

d é c a r b o x y l a t i o n  du p y r u v a t e  e s t  ca ta l ysée  p a r  La p y r u v a t e  fo rmate  l y a s e  

(CHASE e t  RABINOWITZ, 1968). 

p y r u v a t e  

fo rmate  

coASH 4- 
ac e ty lScoA 

p y r u v a t e  + TPPE .-y acé ta ldéhyde  TPPE + fo rmate  

coASH + acé ta ldéhyde  TPPE .-> acé ty lScoA + TPPE 

fo rmate  ->Hz + CO2 

Le pyrophosphate de t h i am ine ,  l e  Coenzyme A, e t  l e s  i o n s  

m é t a l l i q u e s  d i v a l e n t s  s o n t  a u s s i  des c o f a c t e u r s  de c e t t e  r é a c t i o n .  

L a  f o rma te  hydrogène l y a s e  e s t  responsab le  de l a  f o r m a t i o n  

d 'hydrogène e t  de gaz carbon ique  à p a r t i r  du formate. Les r é a c t i o n s  en 

j e u  ne s o n t  pas  encore p a r f a i t e m e n t  é l uc i dées .  Le formate e s t  oxydé en 

CO p a r  l a  formate déshydrogénase e t  l e s  é l e c t r o n s  p r o d u i t s  s e r v e n t  à 
2 

l a  r é d u c t i o n  des p r o t o n s  par  l ' hydrogénase ;  mais l a  n a t u r e  des 

t r a n s p o r t e u r s  d '  é l e c t r o n s  X I  e t  X 2  n ' e s t  pas déterminée:  

fo rmate  2 H+ 

2e-(x1 - x 2 ) - 6  

CO2 + 2  H  
2 

6.3.- L a  p y r u v a t e  décarboxy lase  : 

Chez l e s  l e v u r e s  e t  chez Zymomonas m o b i l i s ,  l a  

d é c a r b o x y l a t i o n  du p y r u v a t e  se f a i t  d i r e c t e m e n t  p a r  l a  p y r u v a t e  

décarboxy lase  ce q u i  se t r a d u i t  pa r  l a  f o r m a t i o n  de CO2 e t  

d 'acé ta ldéhyde ,  p récu rseu rs  d i r e c t s  de L ' é t h a n o l ,  p r o d u i t  en grandes 

q u a n t i t é s  p a r  ces  m ic roorgan  ismes. 
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FIGURE no 6- FERMENTATION HOMOLACTIQUE 

( I ) vo ie  EMP; ( 2 ) lactaXe d a  hg&ogém e; ( 3 ) pgnuvde- d o m e -  

Lgase; ( 4  1 acéXddZhgde dé~hy&ogéna~e; ( 5 )  d c o o L  déa hydnogéna e; 

( 6 )  phonpho-Itrtan4acéZghe; ( 7)  a c W e  f i a s e .  
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C.- LES VOIES DE PROWCTION DE METABOLITES ET LEUR REGULATION ---- - -- 

C.l.- L a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  : 

C.l.1.- Les v o i e s  de D roduc t i on  de l a c t a t e  : 
- - -- 

Ce t y p e  de f e r m e n t a t i o n  e s t  r é a l i s é  p a r  un grand nombre 

de microorganismes appar tenan t  aux genres Leuconostoc,  Pediococcus, 

M ic robac te r ium,  B i f i d o b a c t e r i u m ,  e t  s u r t o u t ,  L a c t o b a c i l l u s ,  

S t rep tococcus  e t  S p o r o l a c t o b a c i  l l u s  (DOELE, 1975 ; WOOD, 1961 ; STAMER , 
1979) 

Les b a c t é r i e s  homolact iques dégradent  l e s  hexoses p a r  l a  v o i e  

d l  ENBDEN-MEYERHOF. La r é d u c t i o n  du p y r u v a t e  pa r  l a  l a c  t a t e  

déshydrogénase permet l a  r é g é n é r a t i o n  des NADH p r o d u i t s  au c o u r s  de l a  

g l y c o l y s e  ( f i g u r e  6). C e t t e  f e r m e n t a t i o n  se f a i t  avec un b i l a n  

t h é o r i q u e  de 2 moles de l a c t a t e  e t  2 moles d'ATP p a r  mole de g lucose  

fermentée. Il f a u t  n o t e r  t o u t e f o i s  que c e r t a i n e s  espèces p r o d u i s e n t  en 

p l u s  de f a i b l e s  q u a n t i t é s  de fo rmate ,  d ' é t h a n o l  e t  d ' a c é t a t e .  Ces 

p r o d u i t s  seconda i res  peuvent cependant d e v e n i r  i m p o r t a n t s  dans 

c e r t a i n e s  c o n d i t  i o n s  de c u l t u r e .  

Les b a c t é r i e s  h é t é r o l a c t i q u e s  u t i l i s e n t  l a  v o i e  de l a  

phosphocéto lase e t  c e t t e  v o i e  c o n d u i t  à un b i l a n  t h é o r i q u e  de 1 mole de 

l a c t a t e ,  1 mole de CO2, 1 mole é t h a n o l  e t  1 mole d '  ATP p a r  mole 

d 'hexose  fermentée. De f a i b l e s  q u a n t i t é s  d ' a c é t a t e  e t  de g l y c é r o l  son t  

p a r f o i s  formées i f i g u r e  7 ) .  - 
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FIGURE no 7 - FERMENTATION HETEROLACTIQUE 
( 7 )  v o i e  d e  ta P h o ~ p h o c L t o l a e ;  ( 2 )  ~~e  d é ~ h y d h o g é m e ;  

( 3 )  acé;t&éhyde d é ~ h y d h o g é n a e ;  ( 4 )  a l c o o l  déahydrtogénae; 



C.1.2.- L a  r é g u l a t i o n  de l a  LDH: 

La  LDH e s t  p resen te  sous deux formes: l a  L ( - )  l a c t a t e  

déshydrogénase e t  l a  D( + ) l a c  t a t e  déshydrogénase, responsab les  

respec t i vement  de l a  f o r m a t i o n  des isomères L ( - )  e t  D(+)  du l a c t a t e .  

Ces enzymes o n t  des pH op t ima  d ' a c t i v i t é  d i f f é r e n t s .  L a  L ( - )  LDH e s t  

p l u s  a c t i v e  à pH bas ique  : 7,3-8,O (GASSER e t  a l . ,  1970 ) t a n d i s  que l a  

O(+) LDH e s t  a c t i v e  à pH ac ide :  5,3 (JONAS e t  a l . ,  1972 ; HENSEL e t  

a l . ,  1977 ; GASSER e t  al . ,  1970 1. 

De nombreux a u t e u r s  o n t  é t u d i é  l a  r é g u l a t i o n  de l a  p r o d u c t i o n  de 

l a c t a t e  p a r  l e s  b a c t é r i e s  homolac t iques  . Chez l a  p l u p a r t  de ces 

b a c t é r i e s ,  c e t t e  p r o d u c t i o n  e s t  en e f f e t  f o n c t i o n  des  c o n d i t i o n s  de 

c u l t u r e ,  e t  r égu lée  p a r  l e  pH (GUNSALUS e t  NIVEN, 1942 ; STAMER, 1979) 

e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  en suc res  (DE VRIES e t  a l . ,  1970 ; STAMER, 1979 1. 

Chez de nombreuses espèces l ' a c t i v i t é  de l a  LDH e s t  dépendante du 

taux i n t r a c e l l u l a i r e  de f r u c t o s e  d i -phosphat  e  ( WALLNOFER e t  BALDWIN, 

1967). C ' e s t  l e  c a s  de L. c a s e i  e t  L. c u r v a t u s  (DE VRIES e t  a l . ,  1970 ; -- - 
THOMAS e t  a l . ,  ,1979 ; HENSEL e t  a l . ,  19771, c e r t a i n e s  souches de 

S t rep tococcus  mutans (YAMADA e t  CARLSON, 1975),  - S. c remor i s  (JONAS e t  

al . ,  1972 ; CROW e t  PRITCHARD, 1977),  Thermus c a l d o p h i l u s  (TAGUECHI e t  

al., 19821, S. l a c t i s  (THOMAS e t  a l . ,  19791, B i f i d o b a c t e r i u m  sp. (DE - - 
VRIES e t  STOUTHAMER, 1968) e t  Thermoanae rob ium b r o c k i i  (LAMED e t  

ZEIKUS, 1980b) .  Or l e  taux  de FDP e s t  f o n c t i o n  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en 

s u b s t r a t  (YAMADA e t  CARLSON, 1975 ; THOMPSON, 1978 ; WADDINGTON e t  1 
MEANY, 1981 ). En s u b s t r a t  l i m i t a n t ,  b i e n  que l a  c o n c e n t r a t i o n  en LDH ne 

v a r i e  pas, l e  p o o l  de FDP e s t  a l o r s  t r o p  f a i b l e  pour  p e r m e t t r e  une 

a c t i v a t i o n  de c e t t e  enzyme. D ' a u t r e  p a r t ,  l ' e f f e t  a c t i v a t e u r  du FDP e s t  

d ' a u t a n t  p l u s  marqué que l e  pH e s t  ac ide .  Chez des St reptocoques,  à pH 

basique, l a  c o n c e n t r a t i o n  en FDP nécessa i r e  pour  a c t i v e r  l a  LDH e s t  en 

e f f e t  p l u s  i m p o r t a n t e  q u ' à  pH a c i d e  (GUNSALUS e t  NIVEN, 1942 ; HENSEL 

e t  a l . ,  1977) .  Chez c e r t a i n e s  espèces par  c o n t r e  ( L a c t o b a c i l l u s  - sp. ) l e  

pH n ' a  pas d ' i n f l u e n c e  su r  l ' a c t i v i t é  de l a  LDH (BLICKSTAD, 1983). 

Chez l e s  b a c t é r i e s  homolact iques,  l a  p y r u v a t e  fo rmate  l y a s e  e s t  

i n d u i t e  quand l e  s u b s t r a t  e s t  l i m i t a n t  (THOMAS e t  a l . ,  19791, 

pe rme t t an t  a i n s i  un g a i n  n e t  d '  ATP p a r  f o r m a t i o n  d ' a c é t a t e .  Les 

p r o d u i t s  annexes formés dans ces c o n d i t i o n s  ( a c é t a t e ,  é t h a n o l ,  e t  

f o rma te )  peuvent  a t t e i n d r e  j usqu  'à 40% des p r o d u i t s  (GUNSALUS e t  NIVEN, 

1942) .  C e r t a i n e s  souches de - S. l a c t i s  ne possèdent pas de py ruva te  

formate l y a s e ,  e t  l e u r  métabol isme n ' e s t  pas m o d i f i é  en f o n c t i o n  de l a  

c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  (THOWS e t  a l . ,  1979) .  La  p y r u v a t e  formate 
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l y a s e  e s t  i n h i b é e  p a r  l e  g l y c é r a l d é h y d e  3-P (THOMAS e t  a l . ,  1979) .  C e c i  

e x p l i q u e  a l o r s  que c e s  b a c t é r i e s  p a s s e n t  d '  une f e r m e n t a t i o n  m i x t e  à une 

f e r m e n t a t i o n  l a c  t i q u e  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  augmente. 

Chez d ' a u t r e s  espèces, l a  LDH n ' e s t  p a s  dépendante du t a u x  de FDP. 

C ' e s t  l e  cas  de c e r t a i n e s  souches de S. mutans e t  S. b o v i s  (YAMADA e t  - -- 
CARLSON, 1975),  S. r u m i n a n t i u m  (WALLACE, 19781, c e r t a i n e s  souches de - 
L a c t o b a c i l l e s  (GASSER e t  al. ,  1970)  e t  l e s  b a c t é r i e s  du  rumen (COUNOTTE 

e t  a l . ,  1980 ; COUNOTTE e t  PRINS, 1981 ) . Chez de t e l l e s  espèces 

b a c t é r i e n n e s ,  l a  r é g u l a t i o n  de l a  LDH p e u t  se f a i r e  a l o r s  p a r  l e s  

c o n c e n t r a t i o n s  en p y r u v a t e ,  en ATP, e t  en NADH, q u i  s o n t  a u s s i  

dépendantes de l a  c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  (THOMAS e t  a l . ,  1979 ; 

COUNOTTE e t  a l . ,  1980 ; MATTIN e t  GOTTSCHAL, 1976) .  

L 'ATP p e u t  t o u t e f o i s  ê t r e  i n h i b i t e u r  de l a  LDH, comme c ' e s t  l e  cas 

chez S. r u m i n a n t i u m  (WALLACE, 1978) .  De même, 1'PMP e t  1'ADP i n h i b e n t  - 
c e r t a i n e s  LDH b a c t é r i e n n e s  (YPNADA e t  CARLSON, 1975) e t  l e  p y r u v a t e  

i n h i b e  l a  LDH du musc le  (WADDINGTON e t  MEANY, 1981 ) .  

D ' a u t r e s  pa ramèt res  i n f l u e n c e n t  l ' a c t i v i t é  de l a  l a c t a t e  

déshydrogénase. L e  phospha te  i n o r g a n i q u e  p e u t  ê t r e  un a c t i v a t e u r  de l a  

LDH (ROW e t  PRITCHARD, 1977) comme c ' e s t  l e  cas chez S. c r e m o r i s  - 
(WOLIN, 19641, ou b i e n  un i n h i b i t e u r  comme chez Sérep tococcus  sp. 

(THOMAS e t  a l . ,  1979 ; YAMADA e t  CARLSON, 1975).  De même, l e  phospho 

é n o l  p y r u v a t e  p e u t  ê t r e  i n h i b i t e u r  de l a  LDH (YAMADA e t  CARLSON, 1975) .  

Or l a  c o n c e n t r a t i o n  en PEP e s t  i m p o r t a n t e  l o r s q u e  l e s  c e l l u l e s  se 

r e t r o u v e n t  en s u b s t r a t  l i m i t a n t .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  LDH des 

L a c t o b a c i l l e s  ( L .  c a s e i  e t  L. c u r v a t u ç )  s o n t  dépendantes de l a  t e n e u r  -- - 
en i o n s  m é t a l l i q u e s  Mn++ e t  C u u  (HENSEL e t  a l . ,  1977 ; DE VRIES e t  

a l . ,  1970).  

L a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s  l a c t i q u e s  s o n t  a n a é r o b i e s  f a c u l t a t i v e s ,  

e t  c e r t a i n e s  souches en c o n d i t i o n s  d ' a n a é r o b i o s e  s t r i c t e ,  r e s t e n t  

h o m o l a c t i q u e s  même en s u b s t r a t  l i m i t a n t  (THOMAS e t  a l . ,  1979).  De même, 

c e r t a i n s  Lac t o b a c i l l u s  h é t é r o f e  r m e n t a i r e s  ne p r o d u i s e n t  p l u s  d '  a c é t a t e  

en absence d 'oxygène ( BLICKSTAD, 1983 1. 

Les  rendements en l a c t a t e  v a r i e n t  a u s s i  en f o n c t i o n  de l a  n a t u r e  

du s u b s t r a t  f e r m e n t é .  S. l a c t i s  f e r m e n t ?  l e  g lucose  e t  l e  l a c t o s e  en 

l a c t a t e ,  t a n d i s  que s u r  g a l a c t o s e  l a  p r o d u c t i o n  de m é t a b o l i t e s  annexes 

e s t  p l u s  i m p o r t a n t e  (BLICKSTAT, 1983) .  Le f r u c t o s e  e s t  m é r a b o l i s é  en 

l a c t a t e  p a r  l e s  b a c t é r i e s  h o m o l a c t i q u e s  e t  en m a n n i t o l  p a r  l e s  

b a c t é r i e s  h é t é r o f e r m e n  t a t i v e s .  
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FIGURE no 9 - VOIES DE FERMENTATION DES PENTOSES 

( 1 )  ddoae héducta6 e; ( 2  ) PEP phoaphoXmn6 denaSe; ( 3 )  p e W o l P  déahyd'Logéme; 

( 4 )  xylobe d o m h u e ;  ( 5 )  dC9hychogéme; ( 6 )  xyRueoae k inae ;  ( 7 )  xyluRoae5P 

3  épimhue;  ( 8 )  hiboaeP dom&cue; ( 9 )  phoaphocéXohe; ( 7 0 )  ,tu.nAcé.tohe; 

( 7 7 )  a%amaedohe; ( 7 2 )  enzymu de la voie EMP. 



Mais  s u r t o u t ,  l a  f e r m e n t a t i o n  des pentoses p a r  l a  m a j o r i t é  des 

b a c t é r i e s  homolact iques c o n d u i t  à un b i l a n  de t y p e  h é t é r o l a c t  i que ,  p a r  

i n d u c t i o n  de l a  v o i e  de l a  phosphocéto lase (ANDERSON e t  WOOD, 1969) e t  

su r  xy lose ,  l e s  B i f  i d o b a c t é r i e s  p r o d u i s e n t  p l u s  d  ' é t h a n o l  e t  de f o rma te  

ma is  moins de l a c t a t e  e t  d ' a c é t a t e  (DE VRIES e t  STOUTHAMER, 1968) .  

C. 1.3.- Fe rmen ta t i on  des pentoses ( f i g u r e  9 )  

Tous l e s  a ldopen toses  (D r i b o s e ,  D a rab inose ,  D xy lose ,  

D l y x o s e )  de même que l e  L  a rab inose  e t  l e  L  xy lose ,  son t  fe rmentés  pa r  

l e s  microorganismes ( f i g u r e  8 ) .  La  p l u p a r t  des b a c t é r i e s  f e rmen ten t  l e s  

pentoses p a r  l a  v o i e  de WARBURG-DICKENS, ce q u i  se t r a d u i t  pa r  une 

p r o d u c t i o n  de m é t a b o l i t e s  s i m i l a i r e  à c e l l e  su r  hexoses (WOOD, 1961 ; 

ROSEMBERG, 1980) .  Les b a c t é r i e s  h é t é r o l a c t i q u e s  f e rmen ten t  l e s  pentoses 

pa r  l a  v o i e  de l a  phosphocétolase. L a  s e u l e  d é v i a t i o n  métabo l ique  

observée s u r  pentoses concerne l e s  b a c t é r i e s  homolact iques.  C e l l e s - c i  

p r o d u i s e n t  en e f f e t  de grandes q u a n t i t é s  d ' a c é t a t e  s u r  pentoses. 

L ' i n d u c t i o n  de l a  v o i e  h é t é r o f e r m e n t a i r e  a  é t é  é t u d i é e ,  e n t r e  a u t r e ,  

chez L. c a s e i  (ANDERSON e t  WOOD, 1969) e t  L. pentosus (WOOD, 1961 1. -- - 
L. c a s e i  u t i l i s e  l e s  p e n t i t o l s  p a r  un système PEP phosphot ransférase.  -- 
Les  p e n t i t o l s - P  son t  t r ans fo rmés  en pentu lose-P pa r  une p e n t i t o l - P  

déshydrog6nase ( q u i  e s t  rep r imée p a r  l e  g l ucose ) .  Le taux de 

phosphocéto lase e t  de g lucose  6-P déshydrogénase, en présence de 

pentose,  augmente de 5 à 6 f o i s  chez L. case i ,  t a n d i s  que l e  taux  de -- 
phosphof ruc to -k inase  e t  d ' a l d o l a s e  d im inue  de 2 à 3 f o i s  (ANDERSON e t  

D ' a u t r e s  v o i e s  de f e r m e n t a t i o n  des pentoses s o n t  u t i l i s é e s  p a r  l e s  

b a c t é r i e s  l a c t i q u e s  (FUKUI e t  a l . ,  1957) .  Des souches de - L. 

t he rmoph i l us  f e rmen ten t  l e  t -a rab inose  en q u a n t i t é s  éga les  de l a c t a t e  

e t  d ' a c é t a t e ,  mais e l l e s  f e rmen ten t  l e  xy l ose  en q u a n t i t é s  éga les  de 

l a c t a t e  e t  fo rmate .  Par c o n t r e ,  d ' a u t r e s  souches de -- L. c a s e i  f e rmen ten t  

t o u s  l e s  pen toses  en l a c t a t e  e t  fo rmate  (FUKUI e t  a l . ,  1957). 

S t rep tococcus  f a e c a l i s  f e rmen te  l e  L-arabinose e t  l e  D - r i bose  en 

l a c t a t e  avec un rendement de 1,3 moles pa r  mole de sucre  fermentée 

( s o i t  73% du carbone u t i l i s é )  (FUKUI e t  a l . ,  1957).  

C e r t a i n e s  b a c t é r i e s  conse rven t  donc l e u r  métabol isme homolac t ique  

s u r  pentoses, e t  dans ce cas ,  e l l e s  u t i l i s e n t  probablement  l a  v o i e  de 

WARBURG-DICKENS. A i n s i ,  l e  rendement t h é o r i q u e  d 'une f e r m e n t a t i o n  

homolac t ique  sur  pentose s e r a i t  de 1,7 moles de l a c t a t e  p a r  mole de 

s u b s t r a t  fermentée. 
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FIGURE no 10- VOIE DE PRODUCTION D'ETHANOL 

( 7 ) voie EMP; ( 2 ) p ynuva-te @vmhene oxyda-néductm e 

( 3 )  d&médoxhe hydrtogénase; ( 4 )  acéMdéhgde déahydrtogéncue 

( 5 ) &ooL déa hgdrtogénan e; ( 6 )  phoh pho -2xanbacEZytaile 

( 7 )  acétate kinase; ( 8 )  Lactate déahydttogénase. 



C.2.- P r o d u c t i o n  d '  é t h a n o l  : 

Les b a c t é r i e s  h é t é r o l a c t i q u e s  u t i l i s e n t  l a  v o i e  de l a  

phosphocéto lase,  des Pseudomonas e t  - Z. m o b i l i s  u t i l i s e n t  l a  v o i e  

dlENTNER-DOUDOROF, ma i s  l a  v o i e  l a  p l u s  répandue chez l e s  b a c t é r i e s  

p r o d u c t r i c e s  d '  é t h a n o l  e s t  l a  v o i e  d '  EMBDEN-MEYERHOF. Les l e v u r e s  e t  - Z. 

m o b i l i s  f e r m e n t e n t  l e  g lucose  en 2  moles d '  é t h a n o l  e t  2 moles de CO2 

p a r  une p y r u v a t e  décarboxy lase  e t  un a l c o o l  déshydrogénase, mais chez 

l a  p l u p a r t  des anaérob ies  l a  p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l  s'accompagne 

généra lement  d ' a c é t a t e ,  de l a c t a t e  d1H2/C02, de f o rma te  e t  de b u t y r a t e ,  

en q u a n t i t é s  v a r i a b l e s .  

Parmi  c e s  microorganismes,  C. therrnocel lum (LAMED e t  ZEIKUS, 1980 

a ) ,  Thermoanaerobium b r o k i i  (BEN BASSAT e t  a l . ,  1981 ; LAMED e t  ZEIKUS, 

1980 b ) ,  C l o s t r i d i u m  the rmohyd rosu l f u r i cum (NG e t  ZEIKUS, 1982 ; WIEGEL 

e t  a l . ,  1979),  Thermoanaerobact e r  ac e toe thy  l i c u s  (BEN BASSAT e t  ZEIKUS, 

19811, Thermoanaerobacter e t h a n o l i c u s  (WIEGEL e t  LJUNGDHAHL, 19811, e t  

Ruminococcus a l b u s  (GLASS e t  a l . ,  1977 ; MILLER e t  WOLIN, 1973) o n t  é t é  

la rgement  é tud iés .  

Chez c e s  espèces bac té r i ennes ,  l a  p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l  se f a i t  à 

p a r t i r  de l ' a c é t y l  CoA, p a r  une acéta ldéhyde déshydrogénase e t  une 

a l c o o l  déshydrogénase ( f i g u r e  101 
+ 

Chez - C. thermocel lum,  l ' a l c o o l  deshydrogénase e s t  NAD dépendante 
+ 

e t  i n h i b é e  p a r  de f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  en é t h a n o l  e t  NAD . L a  

r é g u l a t i o n  de c e t t e  enzyme e s t  i d e n t i q u e  chez T. e t h a n o l i c u s ,  e t  

l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  e s t  supé r i eu re  à 10 g / l ,  l a  

p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  e t  de l a c t a t e  augmente p a r  r a p p o r t  à c e l l e  

d ' é t hano l .  
+ 

Chez T. b r o c k i i ,  p a r  con t re ,  c e t t e  enzyme e s t  NAD e t  NADP - 
dépendante e t  r é v e r s i b l e .  - T. b r o c k i i  e t  - C. t he rmohyd rosu l f u r i cum 

possèdent  d ' a u t r e  p a r t  une a l c o o l  a ldéhyde/cétone oxydoréductase NADP 

spéc i f i que ,  r é v e r s i b l e  e t  t r è s  s t a b l e  à température é levée.  Chez ces  

deux espèces, de f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en é t h a n o l  e t  des températures 

é levées  son t  a l o r s  moins i n h i b i t r i c e s  que pour  & thermocel lurn  (HERRERO 

e t  GCIUIEZ, 1980 ; KUNDU e t  a l . ,  1983).  

Si l e s  équipements enzymatiques de T. b r o k i i  e t  - C. 

ther rnohydrosu l fu r i cum l e u r  p e r m e t t e n t  une m e i l l e u r e  p r o d u c t i o n  

d ' é t h a n o l  que thermocel lum,  p a r  c o n t r e  l e u r  a c t i v i t é  hydrogénas ique 

e s t  p l u s  f a i b l e ,  e t  c e s  microorganismes son t  i n h i b é s  pa r  l ' hydrogène .  

Chez T. b r o c k i i ,  c e t t e  i n h i b i t i o n  peu t  ê t r e  l evée  en présence 
l 

- 

l 
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d'acétone. En e f f e t ,  l ' a c é t o n e ,  ag i ssan t  comme accepteur  d ' é l e c t r o n s ,  

e s t  r é d u i t  en i sop ropano l  e t  permet a i n s i  l a  régéné ra t i on  des NAûH. De 

même, à f a i b l e  p ress ion  p a r t i e l l e  d'H (0 ,3  atmosphère 1, l a  p r o d u c t i o n  
2 

d ' acé ta te  e t  d 'H  cessé, p a r  con t re ,  l a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  e t  
2 

d ' é t h a n o l  augmente permet tan t  a i n s i  une régénéra t ion  des NADH. A  p lus  

f o r t e s  p ress ions  p a r t i e l l e s  d ' H  l e  métabolisme de c e t t e  b a c t é r i e  e s t  
2  ' 

to ta lemen t  i nh ibé .  

C.3.- Produc t ion  de b u t y r a t e  : 

Ce t y p e  de fe rmen ta t i on  a  é t é  é tud ié  chez de nombreux 

C l o s t r i d i a  (WELE, 1975). Une b a c t é r i e  du rumen : B u t y r i v i b r i o  

f i b r i s o l v e n s  (MILLER e t  JENESEL, 1979) e t  une b a c t é r i e  thermophi le :  

C l o s t r i d i u m  thermosaccharo ly t icum (SJOLANDER, 19371, u t i l i s e n t  l e s  même 

vo ies  de fo rma t i on  de b u t y r a t e  ( f i g u r e  11) .  Ces deux espèces p rodu i sen t  

en p l u s  de l ' a c é t a t e  e t  du l a c t a t e  (JARVIS e t  a l . ,  1978 ; SJOLANDER, 

1937). B. f i b r i s o l v e n s  p r o d u i t  en p l u s  du formate e t  a  beso in  de CO2 - 
pour sa c ro issance (JARVIS e t  a l . ,  1978). 

Avec des concen t ra t i ons  c r o i s s a n t e s  en carbonate, l a  p roduc t i on  de 

fo rmate  par  B. f i b r i s o l v e n s  augmente p a r  r a p p o r t  à c e l l e  de bu ty ra te .  - 
Les v o i e s  de fo rma t i on  du formate, chez c e t t e  espèce, ne sont  pas 

encore é luc idées .  Le formate s e r a i t  p r o d u i t  s o i t  p a r  une py ruva te  

synthétase e t  une py ruva te  formate l yase ,  s o i t  d i rec tement  à p a r t i r  du 

Chez - C. thermosaccharolyt icum, l a  f e rmen ta t i on  b u t y r i q u e  e s t  

f o n c t i o n  du s tade phys io log ique de l a  b a c t é r i e .  Des études o n t  montré 

que l e s  pentoses f a v o r i s a i e n t  l a  s p o r u l a t i o n  de ce microorganisme 

(PHEIL e t  ORûAL, 1967) e t  que cont ra i rement  au s tade  v é g é t a t i f ,  au 

stade sporu lé  l e s  c e l l u l e s  p rodu i sen t  de grandes q u a n t i t é s  d ' é t h a n o l  

(HSU e t  ORûAL, 1970). De même, l e s  t ravaux  de LEE e t  ORDAL (1967) o n t  

montré que C. thermosaccharo ly t icum ne p r o d u i t  pas de b u t y r a t e  l o r sque  - 
l e s  c e l l u l e s  sont  maintenues en c o n d i t i o n s  non p r o l i f  érantes. 
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C.4.- P r o d u c t i o n  de s u c c i n a t e  e t  de p r o p i o n a t e  : 

Ce t y p e  de f e r m e n t a t i o n  ( f i g u r e  12)  a  é t é  é t u d i é  chez des 

espèces c e l l u l o l y t i q u e s :  Bac t e r o  i d e s  succinogenes (MILLER, 1978 e t  

Ruminococcus f l a v e f a c i e n s  (WOLIN e t  MILLER, 1982 ; HOPGOOD e t  WALKER, 

1969) ,  de même que chez de nombreux a u t r e s  genres b a c t é r i e n s  : 

Bacte r o i d e s ,  V e i  l l o n e l l a ,  Pep tos t  reptococcus , S u c c i n i v i b r i o ,  e t  

Selenomonas (ûûELE, 1975 1 .  

Le phospho en01 p y r u v a t e  (PEP) r é s u l t a n t  de l a  g l y c o l y s e  p a r  l a  

v o i e  UvlP e s t  déca rboxy lé  en o x a l o a c é t a t e  pa r  une GDP-PEP carboxyk inase ,  

a c t i v é e  en présence de carbonate.  L ' o x a l o a c é t a t e  e s t  l e  p r i n c i p a l  

accep teur  d ' é l e c t r o n s  pour  l a  r é g é n é r a t i o n  des NADH p r o d u i t s  au cou rs  

de l a  g l y c o l y s e .  L a  r é d u c t i o n  du fumara te  permet un g a i n  d'ATP p a r  

p h o s p h o r y l a t i o n  dlADP. C e t t e  r é d u c t i o n  se f a i t  pa r  une furnarate 

r éduc tase  assoc iée  à l a  p a r o i  e t  cytochrome b  dépendante, e t  chez 

Bac te ro i des  f r a g i l i s ,  l a  présence d 'hémine (p récu rseu r  de c y t .  b  

f a v o r i s e  l a  p r o d u c t i o n  de s u c c i n a t e  ( W C Y  e t  a l . ,  1975).  De même, en 

absence d'hémine l a  f e r m e n t a t i o n  par  B. succinogenes se t r a d u i t  pa r  l a  - 
p r o d u c t i o n  de fumarate,  l a c t a t e  e t  a c é t a t e .  Le p y r u v a t e  formé à p a r t i r  

du PEP e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  l e  p récu rseu r  d ' a c é t a t e  e t  d ' é l e c t r o n s  pour  

l a  r é d u c t i o n  du fumarate.  Le f o rma te  e s t  p r o d u i t  en p e t i t e s  q u a n t i t é s  

d i r e c t e m e n t  à p a r t i r  du CO2, m a i s  l e s  r é a c t i o n s  imp l i quées  ne s o n t  pas  

encore connues. 

En p l u s  de l a  présence d'hémine, l ' a tmosphè re  gazeuse p e u t  j o u e r  

un r ô l e  su r  l e s  b i l a n s  de f e r m e n t a t i o n  de ces espèces. R. f l a v e f a c i e n s ,  - 
sous une atmosphère d ' azo te ,  p r o d u i t  du l a c t a t e ,  l e s  é q u i v a l e n t s  

r é d u c t e u r s  p r o d u i t s  l o r s  de l a  g l y c o l y s e  ne pouvant ê t r e  u t i l i s é s  pour  

l a  f o r m a t i o n  du s u c c i n a t e  en absence de CO e t  d 'hémine. 
2  

Parmi  l e s  genres b a c t é r i e n s  p a r t i c i p a n t  à l a  f e r m e n t a t i o n  

succ in i que ,  c e r t a i n s  v o n t  j u s q u ' à  l a  p r o d u c t i o n  de p r o p i o n a t e  ( f i g u r e  

13 1. 

Les b i l a n s  de f e r m e n t a t i o n  v a r i e n t  en f o n c t i o n  de l a  q u a n t i t é  de 

s u b s t r a t  d i s p o n i b l e  ( suc res ,  CO2). Chez B. f r a g i l i s  (CASPARI e t  MACY, - 
19831, en sucre  non l i m i t a n t  e t  en présence de CO l a  q u a n t i t é  

2  ' 
d ' a c é t a t e  e t  de p r o p i o n a t e  p r o d u i t e  e s t  é levée .  Par c o n t r e ,  en sucre 

l i m i t a n t ,  l a  p r o d u c t i o n  de s u c c i n a t e  augmente, c e l l e  d ' a c é t a t e  e t  de 

p r o p i o n a t e  d im inue ,  p u i s  il y a  accumula t ion  de fumara te  e t  de malate .  

Sous une atmosphère dépourvue de CO2, l a  p r o d u c t i o n  de p r o p i o n a t e  e s t  

p l u s  impo r tan te ,  même en g lucose  l i m i t a n t ,  l ' a c é t a t e  d iminue e t  l e  
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l a c t a t e  augmente. Lorsque de t r o p  f a i b l e s  q u a n t i t é s  de CO s o n t  
2 

d i s p o n i b l e s ,  B. f r a g i l i s  m o d i f i e  donc ses v o i e s  de f e r m e n t a t i o n  de - 
façon  à augmenter l ' a c t i v i t é  PEP carboxyk inase  e t  l a  d é c a r b o x y l a t i o n  du 

succ ina te  en p r o p i o n a t e  e t  CO2, q u i  e s t  e n s u i t e  r é u t i l i s é .  C e t t e  

m o d i f i c a t i o n  du métabol isme s  ' accompagne d ' un g a i n  supp lémenta i re  en 

ATP. La  méthy l - rna lony l  CoA décarboxy lase  e s t  en e f f e t  une enzyme- 

b i o t i n e ,  l i é e  & l a  p a r o i  e t  c a t a l y s a n t  un t r a n s p o r t  a c t i f  des i o n s  Na+. 

Ce g r a d i e n t  Na+ p o u r r a i t  ê t r e ,  en p a r t i e ,  c o n v e r t i  en g r a d i e n t  de 

p ro tons  e t  a i n s i  s e r v i r  à l a  syn thèse  d'ATP. 

L 'augmenta t ion  de l a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  en s u b s t r a t  l i m i t a n t  e t  

absence de CO e s t  d i f f i c i l e m e n t  e x p l i c a b l e ,  t o u t e f o i s  c e t t e  
2  ' 

p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  s  ' accompagne d  'une v i t e s s e  de consommation du 

s u b s t r a t  p l u s  impor tan te .  

C.5.- P r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  : 

L a  f e r m e n t a t i o n  homoacétogène a  é t é  d é c r i t e  chez des 

b a c t é r i e s  t he rmoph i l es  : C l o s t r i d i u m  thermoacet icum (FONTAINE e t  a l . ,  

19421, C l o s t r i d i u m  thermoauto t  roph icum (WIEGEL e t  a l . ,  1981 e t  

Acetogenium k i v u i  (LEIGH e t  a l . ,  1981) e t  des  b a c t é r i e s  mésoph i les  : - 
C l o s t r i d i u m  fo rm icoace t i cum (ANDREESEN e t  a l . ,  19701, Ace tobac te r ium 

w o o d i i  (BRAUN e t  GOTTSCHALK, 1981) e t  C l o s t r i d i u m  ace t i cum (BRAUN e t  

a l . ,  1981 1. Ces d e r n i è r e s  à l a  d i f f é r e n c e  des t he rmoph i l es ,  u t i l i s e n t  

p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l e  f r u c t o s e  au glucose. De p l u s ,  ces  b a c t é r i e s ,  à 

l ' e x c e p t i o n  de - C. thermoacet icum e t  - C. fo rmicoace t i cum,  s o n t  capab les  

de mener une f e r m e n t a t i o n  homoacétogène à p a r t i r  d 'H  /CO 
2 2 '  

Les enzymes imp l i quées  dans l 'homoacétogénèse à p a r t i r  des sucres 

( f i g u r e  1 4 )  o n t  é t é  p a r t i c u l i è r e m e n t  b i e n  é t u d i é e s  chez - C. 

thermoacet icum (DRAKE, 1982 a  e t  b ; DRAKE e t  a l . ,  1980, 1981 ; HU e t  

a l . ,  1982 ; ANOREESEN e t  a l . ,  1973) .  Le rendement t h é o r i q u e  de c e t t e  

f e rmen ta t i on  e s t  de t r o i s  moles d ' a c é t a t e  e t  3 moles d'ATP p a r  mole de 

g lucose  fermentée. 

Ce b i l a n  peu t  v a r i e r  en f o n c t i o n  de l a  phase de c ro issance .  Par 

exemple, C. f o rm i coace t i cum ne forme que de l ' a c é t a t e  pendant l a  phase - 
e x p o n e n t i e l l e  de c ro i ssance ,  m i s  forme 1 mole de fo rmate  pour  2 moles 

d ' a c é t a t e  d u r a n t  l a  phase s t a t i o n n a i r e  (ANDREESEN e t  a l . ,  19701. Ce 

second t y p e  de f e r m e n t a t i o n  permet donc un g a i n  supp lémenta i re  d 'une 

mole d'ATP. 
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D ' a u t r e  p a r t ,  c e r t a i n e s  espèces, comme - A. w o o d i i ,  p r o d u i s e n t  en 

p l u s  de l ' h yd rogène  l o r s q u e  l e s  c u l t u r e s  se f o n t  sous une atmosphère de 

100% d'N2 (BRAUN e t  GOTTSCHALK, 1981 1. C e t t e  p r o d u c t i o n  d 'H2 e s t  f a i b l e  

en c u l t u r e  pure ,  e l l e  a  s u r t o u t  é t é  mise en év idence  par l a  c o c u l t u r e  

d 'A.  - w o o d i i  e t  de b a c t é r i e s  méthanogènes hydrogénoph i les  : l a  

f e r m e n t a t i o n  se t r a d u i t  a l o r s  pa r  l a  p r o d u c t i o n  de 2  moles d ' a c é t a t e ,  1 

mole de CO e t  1 mole de CH4 (WINTER e t  WOLFE, 1980). 
2 

Chez l a  m a j o r i t é  des b a c t é r i e s  anaérob ies,  l a  p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  

e s t  accompagnée de synthèse d ' é t h a n o l ,  l a c t a t e  e t  H2/C02. C e t t e  

p r o d u c t i o n  se f a i t  à p a r t i r  de l ' a c é t y l  CoA sous l ' a c t i o n  d 'une  

phospho t ransacé ty lase  e t  d 'une  a c é t a t e  k i nase  ( f i g u r e  15 ) .  

L o r s  de l a  f e r m e n t a t i o n  d 'une  mo lécu le  d 'hexose ,  2  mo les  d '  ATP 

son t  f o u r n i e s  au cou rs  de l a  g l y c o l y s e  p a r  l a  v o i e  d'EMBDEN-MEYERHOF- 

PARNAS, e t  une mole dlATP supp lémenta i re  e s t  f o u r n i e  l o r s  de l a  

p r o d u c t i o n  d ' une  mole d ' a c é t a t e  à p a r t i r  d 'une mole de py ruva te .  Par 

c o n t r e  l o r s  de l ' é x c r é t i o n  de mo lécu les  p l u s  r é d u i t e s  ( é t h a n o l ,  

l a c t a t e ) ,  l a  c e l l u l e  ne d i s p o s e  que des 2 moles d '  ATP p r o d u i t e s  au 

c o u r s  de l a  g l yco l yse .  
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III.- INTERACTIONS BACTERIENNES 

Au s e i n  des écosystèmes anaérob ies  méthanigènes, l a  d é g r a d a t i o n  

des po lymères végétaux se f a i t  sous l ' a c t i o n  combinée de t r o i s  grands 

groupes b a c t é r i e n s  ( b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s ,  f e r m e n t a t i v e s  e t  

méthanigènes) e n t r e  l e s q u e l s  se c rée  une v é r i t a b l e  cha îne  a l i m e n t a i r e .  

Les i n t e r a c t i o n s  b a c t é r i e n n e s  o n t  é t é  é t u d i é e s  dans quelques d i g e s t e u r s  

(URIBELARRW e t  PAREILLEUX, 1981 ; WINTER e t  COONEY, 1980 ; KHAN e t  

TROTTIER, 1978 ; KHAN e t  MES-HARTREE, 1981) e t  s u r t o u t  dans l e  rumen 

(WOLIN, 1974, 1979 ; WOLIN e t  MILLER, 1982).  Ce b i o t o p e  e s t  en e f f e t  

t r è s  complexe e t  l ' h y d r o l y s e  e t  l a  d i g e s t i o n  des végétaux dans c e t  

écosystème ne se f o n t  qu 'en présence d ' une  f l o r e  abondante e t  t r è s  

d i v e r s i f i é e  (FONTY e t  al . ,  1983 a  e t  b  . 
Les complémenta r i tés  bac té r i ennes  son t  d 'une  p a r t  de na tu res  

n u t r i t i o n n e l l e s  (comp lémenta r i tés  h y d r o l y t i q u e s  e t  f e r m e n t a t i v e s )  e t  

d ' a u t r e  p a r t  métabo l iques  ( t r a n s f e r t  d  'hydrogène e n t r e  espèces ). 

A.- INTERACTIONS NUTRITIONELLES 

L ' a c t i o n  syne rg i que  d ' une  a s s o c i a t i o n  b a c t é r i e n n e  peu t  p r o v e n i r  

d ' une  complémenta r i té  des beso ins  n u t r i t i o n n e l s .  De nombreuses 

b a c t é r i e s  i s o l é e s  d 'écosystèmes anaérob ies  o n t  en e f f e t  b e s o i n  de 

f a c t e u r s  de c ro i ssance  connus ou inconnus. Des b a c t é r i e s  

c e l l u l o l y t i q u e s  du rumen o n t  un beso in  abso lu  de v i t am ines ,  d ' a c i d e s  

gras r a m i f i é s  e t  de CO (SCOTT e t  DEHORITY, 1965 ; GOMEZ-ALARCON e t  a l .  , 
2  

1982 ; HUNGATE e t  STACK, 1982) ,  q u i  l e u r  son t  f o u r n i s  par  l e s  b a c t é r i e s  

f e rmen ta t i ves  comme B. amylogenes (MIURA a t  a l . ,  1983).  Chez l e s  - 
b a c t é r i e s  méthanogènes, l a  c ro i ssance  de M. ruminant ium e s t  dépendante - 
du Coenzyme M ( a c i d e  mercapto-2 e thane s u l f o n i q u e )  (BALCH e t  WOLFE, 

1976 ; TAYLOR e t  a l . ,  1974). A c e t i v i b r i o  c e l l u l o l y t i c u s  e s t  dépendant 

de l a  t e n e u r  en s u l f u r e  du m i l i e u  (PATEL e t  a l . ,  1982) .  E t  récemment, 

une souche f e rmen tan t  l ' é t h a n o l  en p r o p i o n a t e  a  été i s o l é e  (SAMAIN e t  

a l . ,  1982) .  C e t t e  b a c t é r i e  p resen te  une é t r o i t e  dépendance 

n u t r i t i o n n e l l e  v i s  à v i s  d ' une  b a c t é r i e  homoacétogène, q u i  peu t  ê t r e  

l e v é e  p a r  l ' a d d i t i o n  de j u s  de rumen dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e .  



Les i n t e r a c t i o n s  b a c t é r i e n n e s  o n t  s u r t o u t  é t é  é tud iées  dans l e  b u t  

d ' é t a b l i r  des a s s o c i a t i o n s  s t a b l e s  complémentaires au n i veau  de 

l ' u t i l i s a t i o n  des s u b s t r a t s .  Les p r i n c i p a l e s  a s s o c i a t i o n s  r é a l i s é e s  

e n t r e  b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s  e t  b a c t é r i e s  f e r m e n t a t i v e s  s o n t  

regroupées au t a b l e a u  9. De t e l l e s  a s s o c i a t i o n s  peuvent  c o n d u i r e  à une 

c o m p é t i t i o n  pour  l ' u t i l i s a t i o n  du s u b s t r a t  e t  donc une v i t e s s e  de 

dég rada t i on  p l u s  l e n t e  de l a  ce l l . u l ose  : c ' e s t  l e  c a s  de l a  c o c u l t u r e  

de - A. c e l l u l o l y t i c u s  e t  C. saccha ro l y t i cum (KHAN e t  MURRAY, 1982 b ) .  - 
Mais  l ' a s s o c i a t i o n  d  'une b a c t é r i e  f e r m e n t a t i v e  peu t  ê t r e  béné f ique  

l o r sque ,  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  des suc res  r é s u l t a n t  de l ' h y d r o l y s e ,  e l l e  

permet de l e v e r  l ' i n h i b i t i o n  des c e l l u l a s e s  (KHAN e t  MURRAY, 1982 b ) .  

L a  f e r m e n t a t i o n  des suc res  l i b é r é s  au  cou rs  de l a  c e l l u l o l y s e  peut  

d ' a u t r e  p a r t  p e r m e t t r e  de d i r i g e r  l a  dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  vers  

l a  p r o d u c t i o n  d ' u n  m é t a b o l i t e  p r é f é r e n t i e l ,  en f o n c t i o n  de l a  b a c t é r i e  

f e r m e n t a t i v e  assoc iée  à l a  b a c t é r i e  h y d r o l y t i q u e  ( t a b l e a u  9 ) .  

B.- TRANSFERT D'HYDROGENE INTER-ESPECES - 

Une des conséquences l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s  des i n t e r a c t i o n s  e n t r e  

b a c t é r i e s  f e rmen ta t  i v e s  e t  b a c t é r i e s  hydrogénoph i les  (méthanogènes, 

s u l f a t o - r é d u c t r i c e s ,  homoacëtogènes à p a r t i r  d 'H2/C02),  e s t  l a  

d é v i a t i o n  des v o i e s  métabo l iques  de f e rmen ta t i on  par  t r a n s f e r t  

d 'hydrogène e n t r e  l e s  espèces. C e t t e  d é v i a t i o n  i n t e r v i e n t  chez l e s  

b a c t é r i e s  possèdant une NADH fe r redox ine -oxydo- réduc tase  e t  une 

f e r r e d o x i n e  hydrogénase, e t  q u i  peuvent  r égéné re r  l e u r s  coenzymes 

r é d u i t s  en p r o d u i s a n t  de l ' h yd rogène  (WOLIN, 1975 ; LE GALL, 1978).  Le 

t r a n s f e r t  des é l e c t r o n s  des p y r i d i n e s  n u c l é o t i d e s  r é d u i t e s  s u r  l e s  

p ro tons  v i a  l a  f e r r e d o x i n e  e s t  thermodynamiquement d é f a v o r a b l e  dans l e s  

c o n d i t i o n s  s t a n d a r t s  ( E l 0  NADHINAD' = - 0,32 V ,  E'O H?/H+ =-0,42 V I .  

C e t t e  r é a c t i o n  d e v i e n t  p o s s i b l e  à f a i b l e  p r e s s i o n  p a r t i e l l e  

d 'hydrogène. Dans ce cas ,  l e s  NADH ne s o n t  p l u s  d i s p o n i b l e s  pour  l a  

syn thèse  de l a c t a t e  à p a r t i r  du p y r u v a t e  e t  d ' é t h a n o l  à p a r t i r  de 

l ' a c é t y l  coA, t o u t  l e  métabol isme e s t  a l o r s  d é v i é  v e r s  l a  p r o d u c t i o n  

d ' a c é t a t e .  Le rendement énergé t ique  de l a  f e r m e n t a t i o n  e s t  a i n s i  

amé l i o ré .  

Le t r a n s f e r t  d 'hydrogène in te r -espèces  rend  p o s s i b l e  l a  

dég rada t i on  des ac ides  o rgan iques  par  l e s  s u l f a t o - r é d u c t r i c e s  (Mc 

INERNEY e t  BRYANT, 1981 ; CAPPENBERG, 19751, de l ' é t h a n o l  p a r  

l ' o r g a n i s m e  S (BRYANT e t  a l . ,  1976) pa r  Desu l f obu lbus  p r o p i o n i c u s  



(LAANBROECK e t  a l . ,  1982)  e t  p a r  - T. b r o c k i i  (BEN BASSAT e t  a l . ,  1981) ,  

l o r s q u e  c e s  b a c t é r i e s  s o n t  c u l t i v é e s  en p résence  de méthanogènes. De 

même l a  d é g r a d a t i o n  des a c i d e s  aminés p e u t  se f a i r e  en absence de 
+ 

g l y c i n e  ou de p r o l i n e  ( a c c e p t e u r  d ' H  dans l a  r é a c t i o n  de S t i c k l a n d )  

mais  en présence de méthanogènes (NAGASE e t  MATSUO, 1982) .  

L ' i n f l u e n c e  de l a  c o c u l t u r e  avec une b a c t é r i e  h y d r o g é n o p h i l e  a  

s u r t o u t  é t é  é t u d i é e  chez des b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s  ( t a b l e a u  9 )  d ' u n e  

p a r t  dans l e  b u t  d 'augmente r  la v i t e s s e  d ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e ,  en 

r a i s o n  du m e i l l e u r  rendement e n e r g é t i q u e  p o u r  l e s  b a c t é r i e s  e t  d ' a u t r e  

p a r t  de l e v e r  l ' i n h i b i t i o n  de l a  c r o i s s a n c e  p a r  l ' h y d r o g è n e .  

Cependant c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  ne p r o d u i s e n t  pas d ' H  à p a r t i r  d e s  
2  

NADH e t  l e u r  mé tabo l i sme n ' e s t  pas a l t é r é  p a r  l a  p r e s s i o n  p a r t i e l l e  

d 'hydrogène,  comme c ' e s t  l e  cas  p o u r  - B. succ inogenes (WOLIN e t  MILLER, 

1982).  



Il a p p a r a î t  a l o r s  que s i  l a  dégradat ion  des polymères végétaux e s t  

p lus  r a p i d e  par  l e s  c u l t u r e s  mix tes  méthanigènes (SCHARER e t  MW-YCUNG, 

1979 ; WINTER e t  COONEY, 1980) que pa r  des c u l t u r e s  pures, c e c i  peut 

ê t r e  dû : au m e i l l e u r  rendement en ATP permet tan t  une m e i l l e u r e  

c ro issance des b a c t é r i e s  hyd ro l y t i ques  e t  à l a  levée d'une i n h i b i t i o n  

p o t e n t i e l l e  par  l ' h  ydrogène, mais a u s s i  à 1' a c t i o n  complémentaire e t  

synergique des b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s  e t  fe rmenta t i ves .  

E t a n t  donné l a  corrbplexité des s u b s t r a t s  n a t u r e l s ,  il s'avère  donc 

comme essent ie  1 d ' o b t e n i r  des assoc ia t i ons  s t a b l e s  permet tan t  une 

dégradat ion t o t a l e  de ces subs t ra ts .  

Il c o n v i e n t  a l o r s  de d i spose r  de souches bac tér iennes  ayant  des 

a c t i v i t é s  h y d r o l y t i q u e s  e t  fe rmenta t i ves  complémentaires, e t  

éventuel lement  de d i spose r  de souches don t  l e  métabolisme permet te 

d ' o r i e n t e r  l a  dégradat ion  des polymères végétaux vers  l a  p roduc t ion  

d 'un m é t a b o l i t e  p a r t i c u l i e r ,  i n d u s t r i e l l e m e n t  i n té ressan t .  

S i  l e s  microorganismes (comprenant des h y d r o l y t i q u e s  e t  des 

fe rmen ta t i ves )  i s o l é s  du rumen sont  nombreux e t  r e l a t i v e m e n t  b i e n  

é tud iés ,  t r è s  peu de b a c t é r i e s  anaérobies s t r i c t e s  o n t  é t é  i s o l é e s  

d ' a u t r e s  écosystèmes. De p l u s  l e s  études concernant  l ' é c o l o g i e  e t  l a  

p h y s i o l o g i e  des b a c t é r i e s  thermoph i les  sont  t r è s  r e s t r e i n t e s .  

De façon à ne pas nous l i m i t e r  aux espèces d é j a  d é c r i t e s ,  nous 

avons donc e n t r e p r i s  d ' i s o l e r  des b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s  rnésophiles e t  

thermoph i les  ( c e l l u l o l y t i q u e s ,  h é m i c e l l u l o l y t i q u e s  e t  amy lo l y t i ques )  à 

p a r t i r  d'écosystèmes var iés .  Le métabolisme e t  l a  capac i t é  h y d r o l y t i q u e  

de ces  i s o l a t s  o n t  é t é  é tud iés  comparativement en c u l t u r e s  pures e t  en 

c u l t u r e s  mix tes  recons t i t uées .  Cec i  dans l e  bu t ,  d 'une p a r t ,  d  ' é l u c i d e r  

en p a r t i e  l e s  d i f f é r e n t e s  étapes d 'hyd ro l yse  i n t e r v e n a n t  dans l e s  

~cosys tèmes méthanigènes, e t  d ' a u t r e  p a r t ,  d  ' o b t e n i r  des c u l t u r e s  

bactér iennes per formantes s u s c e o t i b l e s  de dégrader ac t i vement  l e s  

rés idus  des I n d u s t r i e s  Acjro-Alimentaires. 





TABLEAU no 10 - COMPOSITION DES MiLIEZiX DE CULTURES UTILISES (en m l  ou g / l )  

S o U o n  Tl: Acide W o a c ~ u e :  7,289; FeSU4.7H20: 0,02%; MnCe2.4H20: 0,01% 
CaCX2.6H20: 0,017%; CaCL2.2H20: 0,01%; ZnCQ: 0,01%; CuCe2.ZH20: 0,0025%; Hg803 
0,001%; Na MoQgbWe: 0,001%; W:  O, 1%; Na2Se03.5H20: 0,00268; MiSOq.6H~O: 
O, 0024%. 
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0,l mgld; acide parta amiho bmzoique: 5 rng/L; acide Q o i q u e  : 5 mg/t . 
( d'apk24 ZElKUS et HENNING, 1975) 
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SoluaXon dtAGV: d e  Aobu.tgYuque: 488; acide dov&t;hiiue: 4%, acide n-vdE/tique: 
4%, acide Z-rnt&-thgt buXynique: 4%. 

( d  'a@èb GIESECKE, 1 968 ) 
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1.- MILIEUX ET TECHNIQUES DE CULTURE 

Les techn iques  anaérob ies  de HUNGATE, m o d i f i é e s  p a r  MILLER e t  

WOLIN (1973b) o n t  é t é  u t i l i s é e s  pou r  l a  p r é p a r a t i o n  des m i l i e u x  e t  l e s  

c u l t u r e s  bac té r i ennes  de r o u t i n e .  Sauf  p r é c i s i o n s  c o n t r a i r e s ,  l e s  

c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  o n t  é t é  de 65OC en t h e r m o p h i l i e ,  e t  de 35OC en 

mésoph i l i e ,  sous une atmosphère gazeuse de N /CO2 (85/15 1, à pH 7,2 - 
2  

7,4. 

Le m i l i e u  CBBM (ZEIKUS e t  HENNING, 1975) e s t  u t i l i s é  comme m i l i e u  

de base, l e s  m o d i f i c a t i o n s  appor tées  son t  regroupées au t a b l e a u  10. 

Les po l ysaccha r i des  ( c e l l u l o s e ,  xy lane,  amidon, e t c  . . . ) son t  

a j o u t é s  a v a n t  au toc lavage  t a n d i s  que l e s  s u b s t r a t s  s o l u b l e s  sont  

a j o u t é s  au m i l i e u  de base s t é r i l e  sous forme de s o l u t i o n s  mères 

s t é r i l i s é e s  pa r  f i l t r a t i o n  ( f i l t r e  M i l l i p o r e  0,22 ,LA 1. 

L ' i s o l e m e n t  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  des souches o n t  é t é  r é a l i s é s  p a r  

é ta lement  s u r  b o i t e s  de P é t r i  en chambre anaérob ie  sous une atmosphère 

gazeuse N /C02/H2 (75/15/10) .  L ' i n c u b a t i o n  des  b o î t e s  de P é t r i  a  é t é  
2  

f a i t e  en j a r r e s  anaérob ies -  à 60°C ou 35OC sous l a  même atmosphère 
a 

gazeuse. 

II,- ENRICHISSEMENTS ET ORIGINE DES INOCULA 

Les en r i ch i ssemen ts  o n t  é t é  r é a l i s é s  dans des f l a c o n s  de 100 m l  

( 4 0  m l  de m i l i e u  1. 

Deux s é r i e s  d ' e n r i c h i s s e m e n t  o n t  été f a i t e s  en p a r a l l è l e ,  à 35OC 

e t  65OC, s u r  c e l l u l o s e  e t  xy lane  ( 5  g / l ) .  Dans chaque cas, 5  à 7  

t r a n s f e r t s  (5% V/V) o n t  é t é  r é a l i s é s  à une semaine d ' i n t e r v a l l e .  

Les 17 i n o c u l a  u t i l i s é s  p rov i ennen t  de 6  écosystèmes : ( 1 )  

d i g e s t e u r s  mésoph i les  de l e n t i l l e s  d 'eau,  ( I I )  e t  ( I I I )  d i g e s t e u r s  

p o l y s u b s t r a t s  respec t i vement  à 350C e t  55OC, ( I V )  f um ie r  de bov in ,  ( V ?  

sédiment de r i v l è r e  p r é s e n t a n t  une décompos i t i on  a c t i v e  de l a  m a t i è r e  

organique,  ( V I  ) sédiment d  'une mare su l f u reuse .  



I III.- SUBSTRATS 

L a  c e l l u l o s e  u t i l i s é e  e s t  du p a p i e r  f i l t r e  Whatman NO 1 ou de l a  

poudre de p a p i e r  f i l t r e  f i nemen t  broyée (Whatman CC 31 1. Le xy lane  de 

mélèze e t  l e s  a u t r e s  suc res  v i e n n e n t  de SIGMA, MERCK ou PROLABO. 

IV.- METHODES ANALYTIQUES 

IV. l . -  Les suc res  t o t a u x  s o n t  dosés p a r  l a  méthode c o l o r i m é t r i q u e  

à l ' a n t h r o n e  s u l f u r i q u e  (DREYW000, 1946, m o d i f i é e  p a r  LOEWUS, 1952) su r  

une cha îne  TECHNICON à f l u x  c o n t i n u .  

IV.2.- Les suc res  r éduc teu rs  s o n t  dosés, s o i t  p a r  l a  méthode 

c o l o r i m é t r i q u e  au a i n i t r o s a l i c y l a t e  e t  l e c t u r e  à 540 nm (MILLER e t  a l . ,  

19601, s o i t  p a r  l a  méthode c o l o r i m é t r i q u e  au f e r r i c y a n u r e  e t  l e c t u r e  à 

420 nm, automat isée su r  une cha îne  à f l u x  c o n t i n u  TECHNICON (PORTER e t  

SAWY ER, 1972 1. 

IV.3.- Les suc res  s o n t  séparés e t  dosés p a r  chromatographie  

l i q u i d e  hau te  p ress i on  WATERS su r  une co lone  MERCK L i c r o s o r b  NH (25  cm 2  
x 4 mm, g ranu lomé t r i e  5  ,p ) ,  é i u a n t  a c é t o n i t r i l e / e a u  ( 75/25) à 

1,2 ml/mn. L a  d é t e c t i o n  se f a i t  p a r  un r é f r a c t o m è t r e  WATERS R 420. 

IV.4.- Le fo rmate  e s t  déterminé p a r  l a  méthode c o l o r i m é t r i q u e  de 

LANG e t  LANG (1972) .  

IV.5.- Les a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s  e t  l e s  a l c o o l s  s o n t  séparés e t  

dosés pa r  chromatographie  en phase gazeuse (çhromatographe VARIAN 3700, 

d é t e c t e u r  à i o n i s a t i o n  de f lamme).  

- co lonne  en a c i e r  i noxydab le  (2,50 m x 1 /8 " )  r e m p l i e  de chromosorb 

W.A.W. 100-120 Mesch imprégné à 25% de N.P.G.A. ( n é o p e n t y l  g l y c o l  

a d i p a t e )  e t  de 2% d ' a c i d e  phosphor ique.  

- gaz vec teu r  N2, s a t u r é  en a c i d e  fo rm ique  ( d é b i t  30 ml/mn). 

- tempéra tu re  de l ' i n j e c t e u r  e t  du d é t e c t e u r  : 230°C. 



- tempéra tu re  de l a  c o l o n n e  : s o i t  160°C p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  a c i d e s  

g ras  v o l a t i l s  ; s o i t  avec une programmation l i n é a i r e  de tempéra tu re  

( 80°C-5mn, 25OC/mn, j usqu 'à 1 80°C) pour  l a  s é p a r a t i o n  des a l c o o l s  

- L ' i n j e c t i o n  e s t  au tomat ique  (volume de 1 ,O p l ) ,  l a  d é t e r m i n a t i o n  

q u a n t i t a t i v e  des a l c o o l s  e t  AGV se f a i t  p a r  l a  méthode d ' é t a l o n n a g e  

e x t e  rne.  

I V .  6.- Les a c i d e s  o rgan iques  ( l a c t a t e  e t  s u c c i n a t e )  s o n t  séparés 

e t  dosés p a r  ch romatograph ie  l i q u i d e  h a u t e  p r e s s i o n  : 

- c o l o n n e  à compress ion r a d i a l e  pack C l 8  WATERS ( 1 0  x  0,8 cm). 

- G l u a n t  : tampon phosphate (NH4)2HP04, 0,2 M, pH 3, d é b i t  de 

1 ,3  ml/mn. 

- l a  d é t e c t i o n  se f a i t  en u l t r a  v i o l e t ,  à 210 nm. 

Les  isomères L ( - 1  e t  O(+) du l a c t a t e  s o n t  dé te rm inés  p a r  l a  
+ 

méthode enzymatique. Les l a c t a t e  déshydrogénases e t  l e  NAD s o n t  des  

p r o d u i t s  BOEHRINGER. 

I\f . 7 . -  Les gaz s o n t  séparés e t  dosés p a r  chromatographie  gaz- 

s o l i d e  (chromatographe Pye UNICAM, d é t e c t e u r  à c o n d u c t i v i t é  t h e r m i q u e )  

- c o l o n n e  en a c i e r  i n o x y d a b l e  ( 2  m x  1 /4 " ) ,  r e m p l i e  de Porapak S. 

- tempéra tu re  de l a  co lonne  de 50°C, tempéra tu re  de l ' i n j e c t e u r  e t  du 

d é t e c t e u r  r e s p e c t i v e m e n t  de 60°C e t  100°C. 

- gaz v e c t e u r  a z o t e ,  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  e t  l e  dosage de l ' h y d r o g è n e ,  du 

méthane e t  du gaz ca rbon ique .  

- gaz v e c t e u r  hé l ium,  pour  l a  s é p a r a t i o n  e t  l e  dosage de l ' a z o t e ,  d u  

méthane e t  du gaz ca rbon ique .  

IV.8.- Le volume de gaz p r o d u i t  au c o u r s  d 'une f e r m e n t a t i o n  e s t  

dé te rm iné  p a r  un compteur à i m p u l s i o n s  (MOLETTA e t  ALBAGNAC, 1982). 

IV.9.- L a  c e l l u l o s e  r é s i d u e l l e  e s t  mesurée p a r  pesée après  

f i l t r a t i o n  s u r  f i l t r e  de v e r r e  GF/F WHATMAN, e t  séchage à 105 OC 

jusqu  'à p o i d s  c o n s t a n t .  

IV. lO.-  L a  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e ,  s u r  s u b s t r a t s  s o l u b l e s ,  e s t  

s u i v i e  p a r  t u r b i d i m é t r i e  , spec t ropho tomèt re  PROLABO RD 320, à 580 nm 

en t u b e s  a n a é r o b i e s  ( r é s a z u r i n e  r é d u i t e )  ou à 680 nm en cuves 

( r é s a z u r i n e  oxydée ) . 
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V.- DETEWINATION DE LA C W O S I T I O N  DES POLYSACCHARIDES 

V.1.- Hydro lyse ac ide  de l a  c e l l u l o s e  (méthode SAEMAN) : 10 mg de 

c e l l u l o s e  sont  préhydro lysés (4h,  20°C) dans 300 p l  de H SO (26 N) , 
2 4 

p u i s  hyd ro l ysé  (2,30 h, 100°C) dans H2S04 (2 N) contenant 1 m l  

i d ' i n o s i t o l  (0,5%) comme é t a l o n  i n t e r n e .  

V.2.- Hydro lyse ac ide  des hémice l lu loses  (méthode au TFA): 10 mg 

d 'hémice l l u l ose  son t  hydro lysés (1,15 h, 1200C) dans 3 m l  d ' ac ide  

t r i f  l uo roacé t i que  ( 2  N I ,  contenant  1 m l  d ' i n o s i t o l  (0,5%) comme é t a l o n  

i n te rne .  

V. 3.- Réduct ion des aldose s en a l d i t o l s :  Après n e u t r a l i s a t i o n  p a r  

une s o l u t i o n  de Ba(OH12 à s a t u r a t i o n ,  l e s  h y d r o l y s a t s  sont  évaporés 

sous v ide  e t  r e p r i s  dans 1 m l  d 'H  O e t  2  gou t tes  d'ammoniaque ( à  20%). 
2 

L a  réduc t i on  des a ldoses en acé ta te  d ' a l d i t o l  ( 2  h, 20°C) se f a i t  par  

l e  borohydrure de sodium (NaBH4, 2%). Les acé ta tes  d ' a l d i t o l  sont  

séparés e t  dosés sur  un chromatographe en phase gazeuse muni d 'un 

dé tec teur  à i o n i s a t i o n  de flamme. La colonne en a c i e r  inoxydable ( 2  m X 
1 
l 1 /8")  e s t  remp l i e  de chromosorb W.A.W. DMCS 68-80 Mesch, imprégné de 

1,5 % de LAC 4R 886 ( p o l y e s t e r  d '  é thy lène g l y c o l ) .  La  température de l a  

co lonne s u i t  une programat ion l i n é a i r e  ( 20°C, 15OC/mn, 225OC f i n a l e  1. 

Le gaz vec teur  e s t  l ' a z o t e  à un d é b i t  de 30 ml/rninute. 

VI.- WSAGE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES 

Les a c t i v i t é s  enzymatiques: carboxyméthyl  c e l l u l a s e  ( CMC ase) ,  

xylanase, e t  a v i c e l a s e  soqt  dosées dans l e s  surnageants de c u l t u r e s ,  

après f i l t r a t i o n  sur  f i l t r e  en f i b r e  de ve r re  WHATMAN GF/F : 1 m l  de 

surnageant convenablement d i l u é  e t  0,5 m l  d 'eau d i s t i l l é e  s o n t  a j o u t é s  

à 1,5 m l  de tampon c i t r a t e  ( O , ?  M, pH 5,5) contenant  10 g / l  du 

subs t ra t .  

Après I O  à 30 mn d ' i n c u b a t i o n  (pour  l e s  a c t i v i t é s  CMCase e t  

xylanase) e t  1 h (pou r  l e s  a c t i v i t é s  pap ie r  f i l t r e  e t  av i ce las ique ) ,  

l e s  sucres réduc teurs  l i b é r é s  son t  dosés p a r  l a  méthode au D.N.S.. L a  



t empéra tu re  d ' i n c u b a t i o n  e s t  f i x é e  à 35OC p o u r  l e s  enzymes de 

m ic roo rgan ismes  m é s o p h i l e s ,  e t  à 60°C pour  l e s  h y d r o l a s e s  de b a c t é r i e s  

t h e r m o p h i l e s .  

Une u n i t é  enzymat ique e s t  expr imée en ?mole d ' e q u i v a l e n t  g lucose  

(ou  x y l o s e )  l i b é r é  p a r  mn e t  p a r  m l .  

Au c o u r s  de nos t r a v a u x ,  nous n ' a v o n s  p a s  é t u d i é  l e s  c o n d i t i o n s  

o p t i m a l e s  d ' a c t i o n s  des enzymes. Nous nous sommes l i m i t é s  à l ' é t u d e  de 

l a  c a p a c i t é  h y d r o l y t i q u e  d e s  su rnagean ts  de c u l t u r e s  en d é t e r m i n a n t  l a  

q u a n t i t é  de s u c r e s  r é d u c t e u r s  l i b é r é e  p a r  1 m l  de m i l i e u  pendant  un 

temps d é t e r m i n é  , dans l e s  c o n d i t i o n s  i n d i q u é e s .  Ces a c t i v i t é s  ne s e r o n t  

à u t i l i s e r  que de f a ç o n  comparat ive .  

VI1.- ISOLEMENT DE L'A.D.N. 

L ' i s o l e m e n t  de l'A.D.N. se f a i t  p a r  l a  méthode de MARMUR (1961) .  

L a  d é t e r m i n a t i o n  du GC% s ' e f f e c t u e  p a r  d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  à l ' a i d e  

d ' u n  s p e c t r o p h o t o m è t r e  e n r e g i s t r e u r  UVIKON, m u n i  d ' u n e  p r o g r a m a t i o n  de 

t e m p é r a t u r e  des cuves.  L a  c o m p o s i t i o n  en GC% de l 'A.D.N. e s t  c a l c u l é e  

s e l o n  l a  f o r m u l e  de DE LEY- ( 1970 1, a p r è s  d é t e r m i n a t i o n  du Tm p a r  l a  

méthode de FERRAGUT e t  LECLERC (1976) .  L a  c o m p o s i t i o n  en base de 

l'A.D.N. de C. t h e r m o c e l l u m  DSM 1237 s e r t  de témoin.  - 

V1II.- MICROSCOPIE OPTIQUE ET ELECTRONIQUE 

V I I I . l . -  M i c r o s c o p i e  o p t i q u e  : Les o b s e r v a t i o n s  à l ' é t a t  f r a i s  d e s  

b a c t é r i e s  s o n t  f a i t e s  en m i c r o s c o p i e  à c o n t r a s t e  de phase ( L E I T Z )  e t  à 

c o n t r a s t e  i n t e r f é r e n t i e l  (NACHET NS 400) .  

l 
V I I I . 2 . -  M i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  : Les é tudes  en m i c r o s c o p i e  

l 
é l e c t r o n i q u e  o n t  é t é  f a i t e s  en c o l l a b o r a t i o n  avec G. PRENSIER (INSERM U 

1 142 )  

- C o l o r a t i o n  n é g a t i v e  : à l ' a c i d e  phospho tungs t ique  (1%)  après 

l séchage des c e l l u l e s  s u r  une g r i l l e  p a r l o d i o n n é e  e t  carbon6e pendant 

1 30". Les o b s e r v a t i o n s  se f o n t  au m ic roscope  HITACHI HS-7s. 



- Coupes u l t r a f i n e s  : Les c e l l u l e s  son t  f i x é e s  pendant 1 h. pa r  du 

g l u ta ra l déhyde  (1,2%) en tampon cacody la te  0,07 M (pH 7 , 3 )  con tenan t  du 

rouge de ru thén ium (0,05%). E i l e s  son t  e n s u i t e  l avées  p l u s i e u r s  f o i s  de 

s u i t e  pa r  du tampon cacody la te  (0,07 Ml, con tenan t  500 mg/ l  de rouge de 

ru thénium.  L a  p o s t - f i x a t i o n  e s t  r é a l i s é e  pendant t r o i s  heures à l ' a c i d e  

osmique (1%) en tampon cacody la te  (0,07 M )  e t  rouge de ru thén ium (500 

mg/ l ) .  

L ' i n c l u s i o n  des c e l l u l e s  e s t  r é a l i s é e  en r é s i n e  EPON, après  

d é s h y d r a t a t i o n  p a r  l ' é t h a n o l  en c o n c e n t r a t i o n  c r o i s s a n t e  e t  l ' o x y d e  de 

p ropy lène .  

Les coupes s o n t  e f f e c t u é e s  au P o r t e r  BLUM e t  observées aux 

microscopes HITACHI HS-7s e t  JEOL EM 120  CX, après a v o i r  é t é  

c o n t r a s t é e s  à l ' a c é t a t e  d ' u r a n y l e  ( 20  g / l )  dans l ' é t h a n o l  (50% V/V) e t  

au c i t r a t e  de plomb (REYNOLDS, 1963). 

1X.- ELECTROPHORESE DES PROTEINES BACTERIENES 

Les c e l l u l e s  bac té r i ennes  (100  mg) son t  l y sées  ( 2 0  mn, 100°C) dans 

1 m l  de tampon Tris-HC1 (0,27 M l  con tenan t  du sodium dodécy l  s u l f a t e  

( 50  g / l ) ,  du R mercapto é t h a n o l  (5%, V/V) e t  du g l y c é r o l  (20%, V/V). 

L ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  des p r o t é i n e s  bac té r i ennes  se f a i t  en 

g r a a i e n t  l i n é a i r e  ( 7  à 15%) de po l yac r y l am ine ,  en présence de 1 g / l  de 

SDS. L a  m i g r a t i o n  e s t  r é a l i s é e  à i n t e n s i t é  cons tan te  ( 4 0  mA) ou à 

v o l t a g e  c o n s t a n t  (150  V) dans du tampon Tris-HC1 (0,17 M) con tenan t  de 

l a  g l y c i n e  (9 ,6  g / l )  e t  du SDS ( 1  g / l ) .  

L a  c o l o r a t i o n  des g e l s  se f a i t  pendant  16 h  par  l e  b l e u  de 

Coomassie R  (2 ,5  g / l ) ,  dans du méthano l  (50%, V/V) e t  de l ' a c i d e  

a c é t i q u e  ( l % ,  V/V). La  d é c o l o r a t i o n  se f a i t  pendant 24 h dans l e  

méthano l  (50%, V/V) con tenan t  1% (V/V)  d ' a c i d e  acé t i que .  

Les bandes p r o t e i q u e s  s o n t  q u a n t i f i é e s  au dens i t omè t re  VITATRON 

( l e c t e u r  : 1 cm/mn ; e n r e g i s t r e u r  : 4  cm/mn). 



X . - DENOiMBREUENTS BACTERIENS 

Le dénombrement des popu la t i ons  hyd ro l y t i ques  dans des d i g e s t e u r s  

a é t é  f a i t  après broyage au p o l y t r o n  (pendant 15 mn, en chambre 

anaérobie)  e t  d i l u t i o n s  s é r i e l l e s  des é c h a n t i l l o n s .  T r o i s  tubes sont  

ensemencés pa r  d i l u t i o n .  Le nombre l e  p l u s  probable de b a c t é r i e s  e s t  

déterminé par  l e s  t a b l e s  de Mc CRADY, en t e n a n t  compte non seulement de 

l a  c ro issance mais a u s s i  des mé tabo l i t es  formés (AGV, acides organiques 

éthan 01 e t  p r o d u i t s  gazeux 1. 

XI.- SOUCHES DE REFERENCE 

C l o s t r i d i u m  t h e  rmocellum DSM 1237 (ATCC 27405 ) , C l o s t r i d i u m  

the  rmosaccharolyt icum DSM 571 ; C l o s t r i d i u m  thermohydrosul fur icum DSM 

567, e t  W o l l i n e l l a  succinogenes DSM 1740, p rov iennent  de l a  c o l l e c t i o n  
* 

D e s u l f o v i b r i o  sp. MS , C l o s t r i d i u m  s te rco ra r i um,  e t  Acetogen ium - 
k i v u i ,  nous o n t  é t é  gracieusement f o u r n i s  respect ivement  pa r  J .G. - 
ZEIKUS ( U n i v e r s i t é  du Wisconsin 1, N. CREUZET (L.C. B. M a r s e i l l e  1,  e t  

J.A. LEIEH ( U n i v e r s i t é  de l ' I l l i n o i s ) .  
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COMPOSITïON DES SUBSTRATS UTILISES - 

La c e l l u l o s e  e t  l e  xy lane u t i l i s é  (poudre de p a p i e r  f i l t r e  Whatman 

e t  xylane de mélèze Sigma) o n t  é té  hydro lysés  respect ivement  par l a  

méthode de SAEMAN e t  l a  méthode au TFA (Tableau 11 1. 

- - -  -- -- - 

: c e l l u l o s e  : O : 6,78 : 0,40 : 0,06 : 0,04 : 92,69 : 

: xylane : 1,17 : 0,47 : 96,67 : 0,35 : 0,36 : 0 , 9 5 :  

Tableau II : Analyse de l a  c e l l u l o s e  e t  du xylane 

Les pourcentages sont ramenés à l 'ensemble des sucres présents  sur l e  

chromatogramme 

La c e l l u l o s e  Whatman (CC 31) ne c o n t i e n t  pas de sucres so lub les  e t  

l ' a n a l y s e  par  chromatographie en phase gazeuse a  m is  en évidence l a  

présence de t r è s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d '  hémice l lu loses  sous forme 

d'arabanes (6,78% de rés idus  d 'a rab inose ) .  D 'au t re  p a r t ,  c e t t e  

c e l l u l o s e  a  un i n d i c e  de c r i s t a l l i n i t é  é levé  ( 8 , l )  proche de c e l u i  du 

co ton  (8 ,9 )  (CHOSSON, r é s u l t a t  non p u b l i é ) .  

Le xylane de mélèze e s t  pur  à 97% e t  ne c o n t i e n t  que t r è s  peu 

d 'a rab inoga lac tanes ,  mannanes e t  glucomannanes. Par contre,  l e  

poupcentage de sucres so lub les  r e t r o u v é  dans l e s  m i l i e u x  au toc lavés  e s t  

de 5% (en é q u i v a l e n t  xy lose ) ,  ce q u i  sou l igne  l a  t r è s  f a i b l e  s o l u b i l i t é  

de ce subs t ra t .  

En f i n ,  l e s  r é s u l t a t s  présentés p o u r r a i e n t  l a i s s e r  penser q u ' i l  

s 'a ,g i t  d ' u n  homopolymère. En f a i t ,  comme t o u t  xy lane de rés ineux il 

s ' a g i t  d '  un hétéropolymère contenant  en p l u s  de l ' a c i d e  4-0 méthy l  

g lucuronnique,  des f o n c t i o n s  é the rs  q u i  ne sont pas l i b e r é e s  par l e s  

techniques d 'hyd ro l yse  u t i l i s é e s  e t  se lon  HOEBLER e t  BRILLOUET (19841, 

l e  xylane u t i l i s é  c o n t i e n t  env i ron  un r é s i d u  d ' a c i d e  uronique pour 7,6 

rés idus  xyloses. 



IERE PARTIE 

ETUDES ECOLOGIQUE ET CINETIQLJE DES POPULATIONS ADAPTEES MESOPHILES ET 
THERMOPHILES 



1.- DENOMBREMENTS DE LA FLORE HYDROLYTIQUE DANS DES DIGESTEURS 

Des dénombrements d e s  b a c t é r i e s  hydro ly t iques  o n t  é t é  e f f e c t u é s  à 

p a r t i r  d '  un d i g e s t e u r  mésophile ( gazon, 23,5% c e l l u l o s e  e t  20,6% 

hémice l lu lose )  e t  d'un d i g e s t e u r  thermophile  ( d é c h e t s  ' s o l i d e s  de 

c o n s e r v e r i e s  de légumes, 9 ,2% c e l l u l o s e  e t  42% h ~ m i c e l l u l o s e ) .  

DENOMB RE MENTS 

: S u b s t r a t s  35OC ( 1 )  65OC ( 2 )  

: Glucose 

: Amidon log l o g  
: Xylane log 2 , 4  x 10 

10 

: C e l l u l o s e  log  2 , 4  x 10 8  

Tableau 12 : Dénombrements de l a  f l o r e  hydro ly t ique  dans un d i g e s t e u r  

mésophile ( 1 1 ,  a l i m e n t é  avec du gazon e t  un d i g e s t e u r  thermophile  ( 2 )  

a l imenté  en e f f l u e n t s  de conse rve r i e .  

Les mil ieux contenant  5  g / l  de s u b s t r a t s  o n t  é t é  incubés  15 jou r s  à 

35OC e t  65OC. Les r é s u l t a t s  s o n t  exprimés en nombre l e  p lus  probable de  

b a c t é r i e s  par  m l .  

I l  a p p a r a î t  que l a  f l o r e  hydro ly t ique  dans de t e l s  écosystèmes 

f a i t  p a r t i e  de l a  f l o r e  dominante e t  e s t  fonc t ion  de l a  na tu re  du 

s u b s t r a t .  Les b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s ,  amylolyt iques e t  

xy lano ly t iques  s o n t  en e f f e t  r e t rouvées  en q u a n t i t é  équ iva l en te  à l a  

f l o r e  f e rmen ta t ive  t o t a l e  dénombrée s u r  g lucose .  D ' a u t r e  p a r t ,  l a  f l o r e  

xylanoly t ique  e s t  dominante dans l e  c a s  du d i g e s t e u r  thermophile  dont  

l e  s u b s t r a t  e s t  c a r a c t é r i s é  par  une composition en s u c r e s  s imples  e t  

h ~ m i c e l l u l o s e s  importante .  

En t he rmoph i l i e ,  nous avons pu met t re  en évidence une 
- 7 méthanogenèse de réduct ion  dans l e s  tubes jusqu 'aux d i l u t i o n s  10 e t  

10-'. En  mésophi l ie ,  à p a r t i r  du s u b s t r a t  g lucose ,  l a  méthanogenèse a 



TABLEAU no 13 - ACIDES GFAS VOLATILS PRODUITS PAR LES POPULATIONS SOUS- 
DOMINANTES ET DOMINANTES (aux d i l y t i o n s  10-5 à 10-10 ) DE DIGESTEURS MESOPH ILES 

1 ET THERMOPHILES 

10-8 

A,P, 

AtPt 

A, 

A, 

10-9 

A,P, 

A,P, 

A, 

10-7 

BIAIPICH$ 

10-10 

- 
- 
- 

A,B, 1 A, - i 
A l A  / A 

l 
1 - 

A, 1 - 
1 

10-6 

B,A,P,CH4 

température 

3S°C 

1 
1 A,B ,CH4 A,B,CH4 i A , CH4 I 
&CH4 1 A,CH4 

! 

65 OC 

B,A,P, I A,P, 
1 

A,B, A,B, 
1 

AtBtPr 1 A,B,P, 
I 

xy 1 ane 

amidon 

ce i l u io se  

s u b s t r a t s  10-5 

1 A,CH4 A,CH41 A,CHq! A - 
i 

A,CHq , 
1 

I 1 -  i L 

B,A,P,CHq 

A,BI 

A,B,P, 

glucose 

glucose ' A,B,CH4 

B,A,P,CH4 

xylane 

amidon 

A , CH4 
A ,CH4 

ce l lu lo se  A, CH4 



é t é  observée j usqu 'à  l a  d i l u t i o n  10-~. Tou te fo i s ,  ces c h i f f r e s  ne 

donnent qu 'une i n d i c a t i o n  de l a  concen t ra t i on  r é e l l e  en méthanogènes 

hydrogénophi les puisqu 'aucun dénombrement spéc i f  ique  n ' a  é t é  r é a l i s é .  

Dans chaque cas, l a  p roduct ion  de méthane é t a i t  f a i b l e  e t  

accompagnée d'hydrogène e t  de gaz carbonique. 

L 'ana lyse  des p r o d u i t s  de fe rmenta t ion  des d i f f é r e n t s  subs t ra ts  

par  des popu la t ions  p l u s  ou moins d i l u é e s  a montré qu'en mésophi l ie ,  

quelque s o i t  l e  subs t ra t ,  l a  f l o r e  sous dominante p r o d u i t  du bu ty ra te .  

Par contre,  l a  f l o r e  dominante sur  c e l l u l o s e  e t  amidon e s t  

essen t i e l l emen t  acétogène t a n d i s  que l a  f l o r e  dominante sur xylane e t  

glucose p r o d u i t  en p l u s  du propionate.  

En the rmoph i l i e ,  nous n'avons obtenu qu 'une fe rmen ta t i on  acét ique 

des polymères végétaux, quelque s o i t  l a  d i l u t i o n  de l a  popu la t i on  

bactér ienne d ' o r i g i n e .  



FIGURES 16- 17 -CINETIQUES DE DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR DES CULTURES 
D'ENRICHISSEMENTS MESOPHILES ISSUES DES ECOSYSTEMES II (figure 16) et VI 
(figure 1 7 )  lu Oiné.tiqued o n t  éXé b~viv*ed en blacovls de 500 m l  (milieu 

K I ,  5 g / l  de c&dosei incubéb à 3s°C, a m  agdat ion ni i r é g d d o n  de pH 
(pH i W  de 7 , 4 ) .  

TABLEAU no 14 - FERMENTATION DE LA CELLULOSE PAR DES CULTURES D'ENRICHISSEMENTS 
MESOPHILES - 
Dam toua le6  ta6 l e  vdéirate et lfho-vutZ&u$e b o n t  phéb~n& à d e ' h t  de Ztace, 
(0,03-0,07 g / l )  ; l 'é thanol,  l e  l u m e ,  l e  succinate et les  suciles téducteum ne 
hont p u  déXec;tablea. 

No de Vitesse  d '  
hydrolyse 

l l c O s y s t ~ ~  1 iian.erts *L<ate 

I 

n 

7,7 

15,3 

3.8 

6.76 

II 1 5316 

a 

2.3 

4,54 

I 
6 ta 

9 . 5  

2° 

4' 

1 O 

4 O 

VI 

A 

mil CH4 - 
W.1 acétate  l 

1i06 j 
0,51 

10,2 

27,6 

41.7 

40.83 

1 
cg2 cl4 

l 

47,s 

- 
05,O 

20,0 

14.3 

6 2  ,O 

5 9 - 1  3.4 O 

-1 
5 , l  



II.- DEGRADATIW DE LA CELLULOSE PAR DES POPULATIONS ADAPTEES 

A f i n  d ' o b t e n i r  une grande v a r i é t é  de b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s  

per formantes,  nous avons é t a b l i  des  en r i c h i s s e m e n t s  mésoph i les  e t  

t he rmoph i l es  à p a r t i r  d ' i n o c u l a  va r i és .  L o r s  de l a  p remiè re  c u l t u r e  

d ' en r i ch i ssemen t ,  nous avons observé,  quelque s o i t  l ' o r i g i n e  du 

pré lèvement ,  une h y d r o l y s e  complète  de l a  c e l l u l o s e  e t  du xy lane  ( 5  

g / l )  en moins de 7 j o u r s ,  à 35OC a u s s i  b i e n  q u ' à  65OC. 

A.- DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR DES CULTURES D'ENRICHISSEMENTS - -- -- 
MESOPHILES 

Après deux p u i s  q u a t r e  t r a n s f e r t s  s u c c e s s i f s  (5%, v / v )  à une 

semaine d ' i n t e r v a l l e ,  s u r  m i l i e u  K I ,  nous avons obtenu une f e r m e n t a t i o n  

complète de l a  c e l l u l o s e  ( 5  g / l )  en 7 j o u r s .  

Le  t a b l e a u  14 regroupe l e s  b i l a n s  de f e r m e n t a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  

par  deux enr i ch issements  d i s t i n c t s  p rovenan t  d  ' un d i g e s t e u r  mésoph i le  

(6cosyst&me II, f i g u r e  16) e t  de boues de mare s u l f u r e u s e  (écosystème 

I V ,  f i g u r e  1 7 ) .  Ces deux en r i ch i ssemen ts  se d i s t i n g u e n t  p a r  l a  

p r o d u c t i o n  de méthane (en r i ch i ssemen t  II) e t  d 'H  /CO (en r i ch i ssemen t  
2 2 

Quelque s o i t  l ' o r i g i n e  de l ' i n o c u l u m ,  l a  v i t e s s e  maximale de 

dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  e s t  l e n t e  (47  à 54 mg de c e l l u l o s e  par  1. 

e t  p a r  h.) e t  ne v a r i e  pas e n t r e  l e  2ème e t  l e  4ème t r a n s f e r t .  

Au c o u r s  des t r a n s f e r t s  s u c c e s s i f s  de l ' e n r i c h i s s e m e n t  II, l a  

p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  augmente e t  l a  p r o d u c t i o n  de méthane diminue. L a  

s t o e c h i o m é t r i e  de l a  f e r m e n t a t i o n  t e n d  a l o r s  ve rs  l e  r a p p o r t  t h é o r i q u e  

de conve rs i on  des  g l u c i d e s  en a c é t a t e  e t  méthane de r é d u c t i o n  (0,5 mole 

de CH /mole d ' a c é t a t e  formée) .  
4  
Par con t re ,  que lque s o i t  l e  nombre de t r a n s f e r t s ,  l ' i n o c u l u m  

provenan t  de l ' écosys tème V I  a  permis  d ' o b t e n i r  un en r i ch i ssemen t  

s t a b l e  dégradan t  l a  c e l l u l o s e  e s s e n t i e l l e m e n t  en acé ta te .  A aucun 

moment, l a  p r o d u c t i o n  de méthane de r é d u c t i o n  n ' a  pu ê t ~ e  observée de 

façon s i g n i f i c a t i v e .  





L a  p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e ,  en q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  (27 e t  41 mM) p a r  

ces deux c u l t u r e s  d ' en r i ch i ssemen ts  mésophi les ,  s'accompagne t o u j o u r s  

de p r o p i o n a t e  ( j  usqu 'à 15 mM) e t  de b u t y r a t e  ( j  usqu 'à 9,5 mM) . Par 

c o n t r e  l ' é t h a n o l ,  l e  l a c t a t e  e t  l e  s u c c i n a t e  ne s o n t  pas d é t e c t a b l e s  au 

c o u r s  de ces  f e rmen ta t i ons .  

8.- DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR DES CULTURES D'ENRICHISSEMENT - -- -- 
THERM3PHILES 

Après q u a t r e  t r a n s f e r t s  ( 5 % ,  v / v )  à une semaine d ' i n t e r v a l l e ,  s u r  

m i l i e u  K I ,  nous avons obtenu, à 65OC, une f e r m e n t a t i o n  a c t i v e  de l a  

c e l l u l o s e  e t  du xy lane.  L a  d é g r a d a t i o n  de 5 g / l  de c e s  deux s u b s t r a t s  

e s t  complète  en 48 heures.  Cependant dans t o u s  l e s  cas, l a  c e l l u l o s e  

n ' e s t  dégradée qu ' ap rès  un temps de l a t e n c e  de 8 à 12  heures. En f i n  de 

c u l t u r e ,  l ' a c é t a t e ,  l e  méthane e t  l e  gaz carbonique son t  l e s  p r i n c i p a u x  

m é t a b o l i t e s  formés ( f i g u r e  18, t a b l e a u  15 ) . Les s t o e c h i o m é t r i e s  

r appo r t ées  dans ce t a b l e a u  (0,35 à 0,40 mole de méthane/mole d ' a c é t a t e  

p r o d u i t  s o n t  v o i s i n e s  de l a  s t o e c h i o m é t r i e  t h é o r i q u e  de conve rs i on  des  

g l u c i d e s  en a c é t a t e  e t  méthane de r é d u c t i o n  (0 ,5  mo le  de méthane/mole 

d ' a c é t a t e ) .  Le d é f i c i t  en méthane observé s ' e x p l i q u e  p a r  l a  synthèse, 

en f a i b l e  q u a n t i t é ,  de composés p l u s  r é d u i t s  ( é t h a n o l ,  p rop iona te ,  

b u t y r a t e ) .  

Une bonne a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i q u e  des p o p u l a t i o n s  m i x t e s  e n r i c h i e s  

a été obtenu e n t r e  50 e t  70°C avec un optimum à 60-65OC. A 65OC l e s  

v i t e s s e s  d ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e ,  mesurées p a r  l a  pen te  de l a  

p a r t i e  q u a s i  l i n é a i r e  de l a  courbe de dégrada t ion ,  son t  compr ises e n t r e  

300 e t  350 m g / l / h  (9,7 à 11,3 mmoles d ' anhyd rog lucose / l / h ) .  
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TABLEAU n o  17 - REPARTITION DES DIFFERENTS ISOLATS EN FONCTION DE 
L'ORIGINE DES INOCULA - 

Origine 

d iges teur  de 
l e n t i l l e s  d 'eau 

d iges teur  
mésophile 

diges t e u r  
thermophile 

fumier de  bovin 

VI boues su l fureuse  

nombre dl 
inocula 

i - 
12 6 17 

% des i s o l a t s  
35 OC 65 OC 

ce l lu lo se  xylane ce l l u lo se  xylane 

4 

1 

1 

20 29 3 1 2 1 

- 7 - 4 

- 2 6 8 

1 1 1 - 5 3 1 8 



III.- ISOLEMENT ET PURIFICATIUN DES SOUCHES HYDROLYTIQUES 

Y 

Après 7 t r a n s f e r t s ,  une g o u t t e  des 17 c u l t u r e s  d ' en r i ch i ssemen t  

su r  c e l l u l o s e ,  à 35OC e t  65OC, a  é t é  é t a l é e  en b o î t e s  de P é t r i  sur l e  

m i l i e u  K I  gé losé  (15  g / l  d 'Agar ,  5  g / l  de poudre de p a p i e r  f i l t r e ) .  De 

façon  analogue, une g o u t t e  des 17 en r i ch i ssemen ts  mésoph i les  e t  

t he rmoph i l es  s u r  xy lane  (à 5  g / l )  a  é t é  é t a l é e  s u r  l e  même m i l i e u  
, 

gélosé.  

65 souches t he rmoph i l es  e t  83 souches mésoph i les  o n t  a i n s i  é t é  

i s o l é e s .  Le rendement d  ' i so l emen t  des souches x y l a n o l y t i q u e s  e s t  bon 

a u s s i  b i e n  en m é s o p h i l i e  (86%) qu 'en t h e r m o p h i l i e  (70%). Par con t re ,  

nous n 'avons i s o l é  que 16 souches c e l l u l o l y t i q u e s  en t h e r m o p h i l i e  ( 44%) 

e t  5  en m é s o p h i l i e  (15%) s u r  l e  m i l i e u  c e l l u l o s e  ( t a b l e a u  16 ) .  

: M i l i e u  xy l ane  . . . . M i l i e u  c e l l u l o s e  : 

: 35OC : 65OC :: 35OC : 65OC : 

: Nombre t o t a l  : 44 33 . . . . 34 : 36 

: C e l l u l o l y t i q u e s  O : 7/15 . . . . 5 : 76 

: X y l a n o l y t i q u e s  : 42 23 . . . . - : 12 

Tableau 16 : Rendement d ' i s o l e m e n t  de souches h y d r o l y t i q u e s  mésoph i les  

e t  t he rmoph i l es  

Le t a b l e a u  17 mont re  l a  r é p a r t i t i o n  des i s o l a t s  en f o n c t i o n  de 

l ' o r i g i n e  de l ' i n o c u l u m .  B ien  que t o u s  l e s  - n r i ch i ssemen ts  a i e n t  permis  

d ' o b t e n i r  une d é g r a d a t i o n  complète du p a p i e r  f i l t r e  à 35OC, nous 

n 'avons pu  i s o l é  des b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  mésophi les  q u ' à  p a r t i r  

des écosyst&mes 1 ( d i g e s t e u r  de l e n t i l l e s  d 'eau)  e t  V  (boues de mare 

p r é s e n t a n t  une dég rada t i on  a c t i v e  de l a  m a t i è r e  o rgan ique  1. Par c o n t r e ,  

comparat ivement au nombre d ' i n o c u l a  des d i f f é r e n t s  écosystèmes, l a  

r é p a r t i t i o n  des i s o l a t s  x y l a n o l y t i q u e s  mésophi les  e s t  homogène en t re  

l e s  écosystèmes 1, II, V e t  V I .  
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Le pourcentage de b a c t é r i e s  mésoph i les  i s o l é e s  à p a r t i r  des 

écosystèmes III e t  I V  e s t  p l u s  f a i b l e  mais il e s t  i n t é r e s s a n t  de 

c o n s t a t e r  q u ' à  p a r t i r  d 'un  d i g e s t e u r  f o n c t i o n n a n t  à 55OC deux souches 

mesaph i les  o n t  pu ê t r e  i s o l é e s .  La  m a j o r i t é  des i s o l a t s  t he rmoph i l es  

c e l l u l o l y t i q u e s  p r o v i e n n e n t  d ' u n  i nocu lum de fumie r  de b o v i n  composté 

( 31% kD) e t  de q u a t r e  i n o c u l a  de d i g e s t e u r  de l e n t i l l e s  d 'eau ( 31%). La  

r é p a r t i t i o n  des  i s o l a t s  x y l a n o l y t i q u e s  t he rmoph i l es  p a r  c o n t r e ,  compte 

t e n u  du nombre d ' i n o c u l a  p a r  écosystème e s t  assez homogène. 

A .- GRCUPAGE DES ISOLATS MESOPHILES - - 
L'ensemble des i s o l a t s  a é t é  c l a s s é  en f o n c t i o n  de l e u r s  

morpho log ies  e t  de l e u r s  p r o d u i t s  de f e rmen ta t i on .  Les t ab leaux  18 e t  

19 regroupen t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus s u r  l e s  souches ayan t  l ' a c t i v i t é  

h y d r o l y t i q u e  l a  p l u s  é levée,  en c u l t u r e  à pH non régu lé .  Une seu le  

souche (groupe 1, t a b l e a u  18 annexe) p r é s e n t a i t  une a c t i v i t é  

c e l l u l o l y t i q u e  i m p o r t a n t e  (89%). Par con t re ,  nous avons i s o l é  un grand 

nombre de b a c t é r i e s  capab les  de f e rmen te r  ac t i vemen t  l e  xy lane .  Le 

t a b l e a u  19 (annexe)  ne regroupe que l e s  24 souches l e s  p l u s  a c t i v e s .  

Ces i s o l a t s  mésophi les ,  tous  anaérob ies  s t r i c t s ,  p r é s e n t e n t  une 

grande v a r i a b i l i t é  à l a  f o i s  par  l e u r  morpho log ie  e t  l e u r s  p r o d u i t s  de 

fe rmenta t ion .  L a  p l u p a r t  des  i s o l a t s  s o n t  des b a c i l l e s  s p o r u l é s  ne 

p renan t  pas l a  c o l o r a t i o n  de Gram. Ces b a c i l l e s  s o n t  de t a i l l e s  t r è s  

v a r i a b l e s ,  i l s  s o n t  d r o i t s ,  i n cu rvés ,  ovo ïdes  ou coccoîdes.  

Sur  c e l l u l o s e ,  l e s  p r o d u i t s  de f e r m e n t a t i o n  s o n t  l i m i t é s  à 

l ' a c é t a t e ,  l a c t a t e ,  é t h a n o l ,  HZ e t  co2. Par c o n t r e ,  s u r  xy l ane  un grand 

noiobre d ' i s o l a t s  p r o d u i s e n t  en p l u s  du p rop iona te ,  du b u t y r a t e  e t  du 

succ ina te .  Parmi  ces  i s o l a t s ,  l e s  souches ayan t  l e  pourcentage de 

f e r m e n t a t i o n  l e  p l u s  é l evé  p rov i ennen t  e s s e n t i e l l e m e n t  des écosystèmes 

s u i v a n t s  ( 1 )  d i g e s t e u r  mésoph i le ; (V)  séd iments  de r i v i è r e s  e t  ( V I )  

séd iments  de mares su l f u reuses .  

B .- GRCUPAGE ET CARACTERISATION DES ISOLATS HYDROLYTIQUES - - - 
THERbOPHILES 

Par comparaison avec C. the rmoce l lum DSM 1237, e t  en f o n c t i o n  de 

l e u r s  a c t i v i t é s  h y d r o l y t i q u e s  e t  de l e u r s  p r o p r i é t é s  f e r m e n t a i r e s ,  

l ' ensemb le  des i s o l a t s  t he rmoph i l es  peuvent  se c l a s s e r  en 7 b i o t y p e s  

p r i n c i p a u x  que l ' o n  peu t  r ange r  en 3 grands groupes : l e  t a b l e a u  20 
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résume l e s  p r i n c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  e t  l ' o r i g i n e  des souches 

r e p r é s e n t a t i v e s  de chacun des  b i o t y p e s .  Toutes l e s  souches i s o l é e s  s o n t  

des b a c i l l e s  d r o i t s ,  de t a i l l e  v a r i a b l e ,  anaérob ies  s t r i c t s ,  ne p renan t  

pas l a  c o l o r a t i o n  de Gram, à spore t e r m i n a l e  déformante.  En c u l t u r e  

pu re  e l l e s  ne p r o d u i s e n t  que de l ' a c é t a t e ,  du l a c t a t e ,  de l ' é t h a n o l ,  du 

gaz carbon ique  e t  de l ' hydrogène .  

Le p rop iona te ,  l e  b u t y r a t e  e t  l e  succ i na te  n ' o n t  j ama i s  é t é  

d é t e c t é s  dans l e s  m i l i e u x  fe rmentés  ( t a b l e a u  20) .  En p r a t i q u e ,  seu les  

l e s  q u a t r e  b a c t é r i e s  du groupe 1 possèdent une f o r t e  a c t i v i t é  

c e l l u l o l y t i q u e  e t  un t aux  de c r o i s s a n c e  é l e v é  sur  m i l i e u  l i q u i d e  

con tenan t  du p a p i e r  f i l t r e .  

8.1 .- Groupe 1 

Les q u a t r e  b a c t é r i e s  de ce groupe o n t  é t é  i s o l é e s  à p a r t i r  

des b i o t o p e s  1 ( 3  souches) e t  II ( 1  souche). Ce s o n t  des b a c i l l e s  

d r o i t s ,  i s o l é s  ou p a r  p a i r e s ,  q u i  se f i x e n t  su r  l e s  f i b r e s  de c e l l u l o s e  

e t  q u i  p r o d u i s e n t  un p igment  jaune-orange l i p o s o l u b l e .  Dans nos 

c o n d i t i o n s  de c u l t u r e  e l l e s  ne f e rmen ten t  que l a  c e l l u l o s e  e t  l a  

c e l l o b i o s e ,  e t  de ce  p o i n t  de vue l a  souche de c o l l e c t i o n  DSM 1237 se 

comporte de f açon  i d e n t i q u e .  Les p r o p o r t i o n s  r e l a t i v e s  des t r o i s  

m é t a b o l i t e s  p r é s e n t s  dans i e  m i l i e u  fe rmenté  ( l a c t a t e ,  a c é t a t e ,  

é t h a n o l )  s o n t  t r è s  v o i s i n s  s u r  l e s  deux s u b s t r a t s  ( t a b l e a u  21 1. Ces 

souches ne f e rmen ten t  pas l e s  pentoses,  cependant e l l e s  possèdent une 

bonne a c t i v i t é  x y l a n o l y t i q u e .  Les a c t i v i t é s  CMCases e t  xy lanases 

p résen tes  dans l e  m i l i e u  de c i l t u r e  s o n t  i d e n t i q u e s  après i n c u b a t i o n  

su r  c e l l u l o s e  ou s u r  c e l l o b i o s e  ( t a b l e a u  22) .  Les souches de ce groupe 

a p p a r t i e n n e n t  donc à l ' e s p è c e  C. thermocel lum. - 
8.2.- Groupe 2  

Ce groupe comprend 14 souches d o n t  12 o n t  é t é  i s o l é e s  sur  

c e l l u l o s e  e t  2 s u r  xy lane.  L e u r  morpholog ie  e s t  t r è s  v o i s i n e  de c e l l e  

de C. thermocel lum. Cependant aucune d ' e n t r e  e l l e s  ne p r o d u i t  de 

pigment.  Leu r  a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i q u e  e s t  t r è s  f a i b l e  : e l l e s  ne 

dégraden t  que 250 à 500 m g / l  de p a p i e r  f i l t r e  en 7 j o u r s .  Par c o n t r e  

e l l e s  f e rmen ten t  une grande v a r i é t é  de po i ysaccha r i des  ( x y l a n e ,  amidon) 

e t  de suc res  s i m p l e s  ( t a b l e a u  20). En f o n c t i o n  des sucres  fermentés,  

nous avons pu l e s  regrouper  en 4  b i o t y p e s  d o n t  l e s  souches 

r e p r é s e n t a t i v e s  TC 21, 22, 23, 24 o n t  é t é  i s o l é e s  respec t i vemen t  des 

b i o t o p e s  IV ,  V,  IV ,  I V .  L a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  ces 4  b i o t y p e s  repose su r  



TML-AU no 21  - PRODUITS DE FEWENTATION DE LA CELLULOSE, DU XYLAtJE ET DU CELLOUIOSE PAR LES SOUCHES REPRESEIITATIVES 

DES TROIS GROUPES HYDROLYTIQUES THEPJIOPHILES - 

A : CELLULOSE 9 : XYLANE 

Le3 {ezvietitiLtioi~s o n t  é t é  h é a t i b C u  ebi 6 l a c o u  de 10 nie i n d i e u x  K 2 ,  5 g / l  d e  sub~x,ta.t) d a l u  'ag.i,tation t u  tlGgLLeatiun du 

pH (pH G u t i a t  d e  7 . 4  1 . i r i c u b a k o n  Li 65OC, p a i d a i g  7 j o l m .  
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l a  f e r m e n t a t i o n  du g lucose,  du f r u c t o s e ,  du r a f f i n o s e  e t  du r i b o s e .  En 

c u l t u r e  su r  c e l l o b i o s e  l e s  p r o d u c t i o n s  de CMCase e t  de xy lanase s o n t  

t r è s  v o i s i n e s  de c e l l e s  de C. thermocel lum. Par c o n t r e ,  sur  c e l l u l o s e  - 
l a  p r o d u c t i o n  de ces  enzymes e s t  beaucoup p l u s  f a i b l e  par  s u i t e  de l a  

c r o i s s a n c e  t r è s  l i m i t é e  des souches (moins de 10% de c e l l u l o s e  dégradée 

en 7 j o u r s ) .  Les p r o p o r t i o n s  r e l a t i v e s  des m é t a b o l i t e s  v a r i e n t  en 

f o n c t i o n  du s u b s t r a t  dégradé : l e  pourcentage de l a c t a t e  e s t  é l evé  

l o r s q u e  l e  s u b s t r a t  e s t  f a c i l e m e n t  f e r m e n t e s c i b l e  ( t a b l e a u  21 1. 

8.3.- Groupe 3 

Les 21 souches i s o l é e s  ne possèdent  aucune a c t i v i t é  

c e l l u l o l y t i q u e .  E l l e s  f e rmen ten t  t r è s  rap idement  l e  xy lane  e t  l ' am idon  

par  c o n t r e  l e  c e l l o b i o s e  e s t  fermenté l en temen t  ( t a b l e a u  21 1. Aucune de 

ces  souches ne p r o d u i t  de pigment.  Deux espèces p r i n c i p a l e s  (TX 31 e t  

TX 41 ) peuvent ê t r e  d i s t i n g u é e s  en f o n c t i o n  de l ' u t i l i s a t i o n  du 

f r u c t o s e ,  du r i b o s e  e t  du m é l é z i t o s e  ( t a b l e a u  20). 



DISCUSSION - CONCtUSIOfS 

La p o p u l a t i o n  h y d r o l y t i q u e  dans l e s  écosystèmes méthanogènes e s t  

t r è s  v a r i a b l e  e t  dépend du s u b s t r a t .  

Les dénombrements e f f e c t u é s  s u r  des d i g e s t e u r s  mésoph i les  e t  

t he rmoph i l es  o n t  m i s  en év idence  l a  présence de b a c t é r i e s  

c e l l u l o l y t i q u e s ,  a m y l o l y t i q u e s  e t  x y l a n o l y t i q u e s  en nombres i m p o r t a n t s ,  

comparables à ceux observés s u r  g lucose (10' b a c t é r i e s  p a r  m l ) .  B i e n  

que l ' u t i l i s a t i o n  du g lucose comme s u b s t r a t  s o l u b l e  ne nous permet te  

pas d ' e s t i m e r  r é e l l e m e n t  l a  f l o r e  t o t a l e  dans ces  d i g e s t e u r s ,  l e s  

r é s u l t a t s  obtenus i n d i q u e n t  que l a  f l o r e  h y d r o l y t i q u e  dans ces 

d i g e s t e u r s  e s t  ne t tement  s u p é r i e u r e  à c e l l e  d ' a u t r e s  écosystèmes b i e n  

adaptés. 

Dans l e  rumen, l a  f l o r e  t o t a l e  e s t  de 10" b a c t é r i e s  p a r  m l ,  ma i s  
8 

l e s  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e ~  ne s o n t  p résen tes  q u ' à  1o7-10 pa r  m l  

(HUNGATE, 1966). HOBSON e t  SHAW (1974)  o n t  dénombré dans un d i g e s t e u r  

de l i s i e r  de porc  j u s q u ' à  l o 4  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s ,  a m y l o l y t i q u e s  

e t  x y l a n o l y t i q u e s  p a r  m l .  Dans un d i g e s t e u r  mésophi le ,  IANNOTI e t  a l .  

(1982) o n t  m is  en év idence  que l a  p o p u l a t i o n  h y d r o l y t i q u e  ne rep résen te  

que 0,1% de l a  p o p u l a t i o n  t o t a l e ,  a é r o b i e  e t  anaérobie.  

L ' a d a p t a t i o n  des  p o p u l a t i o n s  b a c t é r i e n n e s  en f o n c t i o n  du s u b s t r a t  

e s t  r a p i d e  e t  a  é t é  la rgement  é t u d i é e  dans l e  rumen en r a i s o n  des 

problèmes d ' a c i d o s e  i n d u i t s  p a r  l e s  changements brusques d ' a l imen  t a t  i o n  

avec des s u b s t r a t s  rap idement  f e r m e n t e s c i b l e s  t e l  l ' a m i d o n  (KAUFMANN e t  

a l . ,  1979 ; CHENG e t  a l . ,  1977 ; HOBSON, 1972 ; KITSNER, 1965). 

Récemment ARCHIPRETRE ( r é s u l t a t  non p u b l i é  a  obtenu à p a r t i r  d 'un 

d i g e s t e u r  c a r a c t é r i s é  p a r  une p o p u l a t i o n  h é m i c e l l u l o l y t i q u e  dominante,  

l ' a d a p t a t i o n  des b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  en moins de 15 j o u r s .  
9  

C e l l e s - c i  passen t  en e f f e t  de l o 5  b a c t é r i e s  p a r  m l  à 10 b a c t é r i e s  p a r  

m l  l o r s q u e  l e  d i g e s t e u r  e s t  a l i m e n t é  avec un s u b s t r a t  r i c h e  en 

c e l l u l o s e .  

Dans nos c u l t u r e s  d ' en r i ch i ssemen t ,  l a  dég rada t i on  des po lymères 

végétaux p a r  des p o p u l a t i o n s  m i x t e s  mésoph i les  se t r a d u i t  

e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  une p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e ,  de b u t y r a t e  e t  de 

p rop iona te .  Le l a c t a t e ,  l e  succ i na te ,  l e  fo rmate  e t  l ' é t n a n o l  ne 

s 'accumulent  j ama i s  de façon  s i g n i f i c a t i v e .   équilibre q u i  s ' e t a b l i t  

e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  p o p u l a t i o n s  p a r t i c i p a n t  à l a  dég rada t i on  de l a  



c e l l u l o s e  e s t  a l o r s  r a p i d e  (dès l e  2ème t r a n s f e r t )  e t  comparable à 

c e l u i  du rumen (WOLIN, 1975) .  En e f f e t ,  l e  l a c t a t e ,  l ' é t h a n o l  e t  l e  

s u c c i n a t e  s o n t  p r o d u i t s  p a r  un g rand  nombre des i s o l a t s  c e l l u l o l y t i q u e s  

e t  x y l a n o l y t i q u e s  , mais  c e s  i n t e r m é d i a i r e s  s o n t  m é t a b o l i s é s  en a c é t a t e  

e t  p r o p i o n a t e  dans l e  rumen (WOLIN, 1975 ; MACKIE e t  GILCHRIST, 1979).  

Dans l e s  d i g e s t e u r s  m é s o p h i l e s  t r a i t a n t  des  g l u c i d e s  s i m p l e s  SAMAIN 

(19821, UEKI e t  a l .  (1980)  o n t  dénombré j u s q u ' à  108 b a c t é r i e s  p a r  m l  

q u i  p a r t i c i p e n t  à l a  d é g r a d a t i o n  du  l a c t a t e  dans des d i g e s t e u r s .  Ces 

a u t e u r s  o n t  i d e n t i f i é  c e s  b a c t é r i e s  comme é t a n t  d e s  s u l f a t o -  

r é d u c t r i c e s ,  des P r o p i o n i b a c t e r i a c é e s  e t  des Eubacter ium.  

S i  l ' é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  p o p u l a t i o n s  f e r m e n t a t i v e s  s ' é t a b l i t  

rap idement  dès  l e  2ème t r a n s f e r t ,  l a  p o p u l a t i o n  méthan igène 

d é g r a d a t  r i c e  d ' a c é t a t e  e s t  é l i m i n é e  p rog ress ivement .  L a  d é g r a d a t i o n  de 

l a  c e l l u l o s e ,  en m e s o p h i l i e ,  p a r  des boues de d i g e s t e u r s  i n t a c t e s  

permet  en e f f e t  un rendement en méthane p roche  du  rendement t h é o r i q u e  

de 3 moles de CH /mole d ' é q u i v a l e n t  g l u c o s e  fe rmen tée  (SHARER e t  MOû- 
4 

YCUNG, 1979 ; WINTER e r  CCONEY, 1980) .  Par  c o n t r e ,  dans l e  cas  

d ' e n r i c h i s s e m e n t  de l a  f l o r e  h y d r o l y t i q u e  p a r  t r a n s f e r t s  s u c c e s s i f s  à 7 

j o u r s  d ' i n t e r v a l l e ,  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons ob tenus  avec 

1' e n r i c h i s s e m e n t  II i n d i q u e n t  que l a  p o p u l a t i o n  méthanogène a c é t o c l a s t e  

p r é s e n t e  dans l e s  d i g e s t e u r s  d i s p a r a î t  p r o g r e s s i v e m e n t  p a r  d i l u t i o n .  

Ces r é s u l t a t s  c o n f i r m e n t  ceux de URIBELLAREA e t  PAREILLEUX f1981)  e t  de 

KHAN (1980 a ) .  Au c o u r s  d ' e n r i c h i s s e m e n t ,  l a  f o r m a t i o n  de méthane se 

f a i t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  à p a r t i r  de 1 ' H  e t  du CO2 p l u t ô ~  que de 
2  

l ' a c é t a t e  (KHAN e t  MES-HARTREE, 1981 1, l a  d é g r a d a t i o n  de l ' a c é t a t e  

n ' i n t e r v i e n t  q u ' a p r è s  un temps de l a t e n c e  de 10 j o u r s  (SHARER e t  MOO- 

YCUNG, 1979) à 3 semaines (KHAN, 1980 a ) .  En e f f e t ,  l e  temps de 

doub lement  des b a c t é r i e s  méthanogènes e s t  de que lques  h e u r e s  s u r  H  2  /CO 2  

(BALCH e t  WOLFE, 1976)  e t  permet  donc l e u r  m a i n t i e n  dans des c o c u l t u r e s  

avec l e s  b a c t é r i e s  f e r m e n t a t i v e s .  Par c o n t r e ,  l e  temps de doublement 

des méthanogènes a c é t o c l a s t e s  e s t  de 37 heures  (TOUZEL e t  ALBAGNAC, 

1983)  e t  9  ou 20 j o u r s  (ZEHNDER e t  a l . ,  1980).  

Dans l e  cas  de l ' e n r i c h i s s e m e n t  V I ,  nous n ' a v o n s  pas observé  de 

p r o d u c t i o n  de méthane de r é d u c t i o n  au c o u r s  de l a  d é g r a d a t i o n  de l a  

c e l l u l o s e .  11 e s t  s u r p r e n a n t  de c o n s t a t e r  dans ce  cas  que l a  p r o d u c t i o n  

d ' a c é t a t e  s o i t  sup4r ieut-e e t  que l a  v i t e s s e  de d é g r a d a t i o n  de l a  

c e l l u l o s e  s o i t  comparable à c e l l e  de l ' e n r i c h i s s e m e n t  méthanigène. C e l a  

i n d i q u e  d ' u n e  p a r t  que l e s  t r a n s f e r t s  i n t e r e s p è c e s  d 'hydrogène 

1 i n t e r v i e n n e n t  peu dans l ' o r i e n t a t i o n  de l ' a c t i v i t é  m é t a b o l i q u e  de nos 
I 



p o p u l a t i o n s ,  c o n t r a i r e m e n t  à ce q u i  a  é t é  observé en t h e r m o p h i l i e ,  

d ' a u t r e  p a r t  que l ' o n  a  s é l e c t i o n n é  des c e l l u l o l y t i q u e s  non i n h i b é e s  

p a r  l ' hyarogène .  

Les v i t e s s e s  maximales d ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e  p a r  ces  

c u l t u r e s  m i x t e s  mésoph i les  son t  f a i b l e s  (47-54 mg/ l /h  1 pa r  r a p p o r t  à 

c e l l e s  obtenues p a r  des c u l t u r e s  m i x t e s  t he rmoph i l es  (300  à 

350 mg/ l /h ) . E l l e s  son t  légèrement  supé r i eu res  à c e l l e s  r appo r t ées  pa r  

SHARER e t  MOO-YOUNG (1979) ,  q u i  i n d i q u e n t  des v i t e s s e s  d ' hyd ro l yse  du 

p a p i e r  f i l t r e  pa r  des c u l t u r e s  m i x tes  de 200 à 250 mg/ l /h à 60°C e t  de 

5,9 à 27 mg / l / h  à 25 e t  38OC. T o u t e f o i s  ces  r é s u l t a t s  son t  

d i f f i c i l e m e n t  comparables c a r  l e s  méthodes de mesure de l a  v i t e s s e  de 

dég rada t i on  v a r i e n t  d 'un  a u t e u r  à l ' a u t r e .  

Ou t re  l e s  v i t e s s e s  de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  p l u s  r a p i d e s  en 

t h e r m o p h i l i e  (en moyenne 6  f o i s  p l u s  r a p i d e s  1, l e  s p e c t r e  f e r m e n t a i r e  

d ' u n e  p o p u l a t i o n  t h e r m o p h i l e  e s t  p l u s  r e s t r e i n t ,  en p a r t i c u l i e r  n i  l e  

p rop iona te ,  n i  l e  b u t y r a t e  ne s 'accumulent  de f açon  s i g n i f i c a t i v e ,  ce 

q u i  conf i rme l e s  r é s u l t a t s  obtenus pa r  SHELEF e t  a l .  (1980)  e t  VAREL e t  

a l .  (1977, 1980). 

Le f a i b l e  renaement en méthane obtenu p a r  l e s  f e r m e n t a t i o n s  

t h e  rmoph i les  c o n f i r m e n t  d ' a u t r e  p a r t  1' absence de p r o d u c t i o n  

I s i g n i f i c a t i v e  de méthane à p a r t i r  de l ' a c é t a t e  à 65OC (SUCHARDOVA e t  

a l . ,  1981 1. Aucune b a c t é r i e  méthanogène a c é t o c l a s t e  n ' a  en e f f e t  é t é  

i s o l é e  à ces températures.  L a  souche a c é t o c l a s t e  l a  p l u s  pe r f o rman te  du 

p o i n t  de vue tempéra tu re  e s t  une souche i s o l é e  au l a b o r a t o i r e  : 

Methanosarc ina CHTI 55 (TOUZEL e t  a l . ,  1984).  Son temps de doublement 

1 e s t  minimun à 55OC e t  à 65OC c e t t e  b a c t é r i e  ne pousse p lus.  

Ces en r i ch i ssemen ts  e f f e c t u é s  en t h e r m o p h i l i e  p rovena ien t  en 

1 grande p a r t i e  d 'écosystèmes f r o i d s  e t  tempérés ( 1 0  à 35OC). 

L ' a d a p t a t i o n  des p o p u l a t i o n s  b a c t é r i e n n e s  s ' e s t  donc f a i t e  rap idement ,  

en moins de 7  j o u r s .  CHEN ( 19831, par  c o n t r e  n o t a i t  un temps moyen 

d ' a d a p t a t i o n  de 85 j o u r s  pour  l a  p o p u l a t i o n  h y d r o l y t i q u e  d ' u n  

fermenteur  quand l a  tempéra tu re  e s t  é levée  brusquement de 35OC à 60°C. 

Q u e l l e  que s o i t  l ' o r i g i n e  de l ' i n o c u l u m ,  nous avons a i n s i  i s o l é  

des b a c t é r i e s  t he rmoph i l es  v r a i e s  ( 6 0  e t  70°C). Ces r é s u l t a t s  

s ' a c c o r d e n t  à ceux de FARREL e t  CAMPBELL (19691, de BROCK (1967, 1970) 

e t  de LJUMDHALL (1978) .  Ces au teu rs  f o n t  en e f f e t  é t a t  de l a  l a r g e  

d i s t r i b u t i o n  des t h e r m o p h i l e s  dans des écosystèmes à f a i b l e  tempéra tu re  

1 ( 1 8  à 20°C). L a  présence de b a c t é r i e s  t he rmoph i l es  dans ces  b i c t o p e s  
l 
1 p eu t  ê t r e  due à l a  f o r m a t i o n  de micro-env i ronnement  p a r  des 



f e r m e n t a t i o n s  n a t u r e l l e s  (ZEIKUS, 19791, l a  p l u p a r t  des b a c t é r i e s  

c e l l u l o l y t i q u e s  t he rmoph i l es  o n t  en e f f e t  é t é  i s o l é e s  à p a r t i r  d ' un  

inocu lum de f u m i e r  de bov in ,  mais a u s s i  à une a c t i v i t é  extrêmement 

r a l e n t i e  des b a c t é r i e s ,  à f a i b l e  tempéra tu re ,  l e u r  p e r m e t t a n t  de se 

m a i n t e n i r  dans c e s  b i o t o p e s  à t aux  de renouve l lement  t r è s  l e n t .  

Ma lg ré  l a  t r è s  f o r t e  a c t i v i t é  h y d r o l y t i q u e  de t o u s  l e s  

en r i ch i ssemen ts  s u r  c e l l u l o s e ,  nous n 'avons i s o l é  que 4 souches 

t he rmoph i l es  e t  une souche mésoph i le  possédant une v i t e s s e  de 

c ro i ssance  é levée  s u r  p a p i e r  f i l t r e .  C e c i  p e u t  s ' e x p l i q u e r  en p a r t i e  

par  l ' u t i l i s a t i o n  de techn iques  d ' i s o l e m e n t  i m p a r f a i t e s .  Il e s t  en 

e f f e t  t r è s  d i f f i c i l e  de d i s p e r s e r  de f açon  homogène, dans un m i l i e u  

gé losé,  un s u b s t r a t  i n s o l u b l e ,  même s ' i l  e s t  f i nemen t  d i v i s é ,  e t  

d ' a s s u r e r  un c o n t a c t  i n t i m e  e n t r e  l e s  p a r t i c u l e s  de c e l l u l o s e  e t  l e s  

b a c t é r i e s .  

Ma lg ré  un m i l i e u  de c u l t u r e  e n r i c h i  en j u s  de rumen, A.G.V. 

r a m i f i é  e t  hémine, à p a r t i r  de c e r t a i n s  i n o c u l a ,  nous n 'avons pas 

r é u s s i  à i s o l e r  en c u l t u r e  pure  de b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s .  En 

p a r t i c u l i e r  dans des enr i ch issements  non méthanogènes, provenant  de 

boues de mares su l f u reuses  marocaines (écosystème V I  1, ncus n  'avons pu 

o b t e n i r  que des c u l t u r e s  c e l l u l c l y t i q u e s  t r è s  a c t i v e s ,  hautement 

p u r i f i é e s ,  probablement  l i m i t é e s  à deux ou t r o i s  espèces bac té r i ennes  

en symbiose, sans p a r v e n i r  à i s o l e r  l e s  b a c t é r i e s  c o n s t i t u a n t e s .  

L ' i s o l e m e n t  de t e l l e s  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  demandera i t  aes 

t echn iques  de t r a v a i l  moins d r a s t i q u e s  que c e l l e s  que nous avons 

u t i l i s é e s  au cou rs  de c e t t e  étude. 

P l  e s t  é t onnan t  en e f f e t  que 100% des i s o l a t s  t he rmoph i l es  e t  95% 

des i s o l a t s  mésoph i les  possèdent l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  du genre 

C l o s t r i d i u m  a l o r s  que dans des d i g e s t e u r s ,  l e s  C l o s t r i d a  ne 

r e p r é s e n t e n t  que 16 à 20% de l a  p o p u l a t i o n  anaérob ie  s t r i c t e  t o t a l e  

(IANNOTI e t  a l . ,  19821, e t  que dans l e  rumen t r è s  peu de C l o s t r i d i a  

p a r t i c i p e n t  à l a  d é g r a d n t i o n  a c t i v e  des po lymères végétaux. Il e s t  

p robab le  a l o r s  que dans l e s  écosystèmes n a t u r e l s  un grand nombre de 

b a c t é r i e s  non spo ru l ées  h y d r o l y t i q u e s  s o i e n t  p résen tes ,  ma is  l e s  

méthodes que nous avons u t i l i s é e s  (en r i ch i ssemen ts  success i f s )  se son t  

t r a d u i t e s  en f a i t  p a r  un en r i ch i ssemen t  en b a c t é r i e s  sporu lées ,  q u e l  

que s o i t  l ' i n o c u l u m  d ' o r i g i n e .  En e f f e t ,  au cou rs  de ces 

en r i ch i ssemen ts  l e  m i l i e u  s ' a c i d i f i e  j u s q u ' à  pH 5 ,O .  Ces a c i d i f i c a t ~ o r i s  
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r é p é t i t i v e s  o n t  ce r t a i nemen t  un r ô l e  dans l ' é l i m i n a t i o n  des b a c t é r i e s  

non spo ru l ées ,  e t  se t r a d u i s e n t  p a r  l a  s é l e c t i o n  d 'une  f l o r e  a c i d o  

r é s i s t a n t e .  

B i e n  quo d e s  d i f f é r e n c e s  a p p a r a i s s e n t  dans 1' u t i l i s a t i o n  des 

sucres ,  l e s  souches t h e r m o p h i l e s  i s o l é e s  s o n t  homogènes dans l ' ensemble  

(morpho log ie  e t  p r o d u i t s  de f e r m e n t a t i o n  1. 

S i  en t h e r m o p h i l i e  l ' h y d r o l y s e  de po lymères végétaux e s t  a l o r s  l e  

f a i t  d 'une p o p u l a t i o n  c l o s t r i d i a l e  r e s t r e i n t e ,  en m e s o p h i l i e  p a r  c o n t r e  

e l l e  e s t  l e  f a i t  d ' une  p o p u l a t i o n  extrêmement v a r i é e  s u r t o u t  en ce q u i  

concerne l ' h y d r o l y s e  des xy lanes.  L a  v a r i é z é  des p r o d u i t s  de 

métabol isme observés  chez l e s  i s o l a t s  rnésophi les e x p l i q u e  a l o r s  l a  

p r o d u c t i o n  s imu l tanée  de p r o p i o n a t e  e t  b u t y r a t e ,  p a r a l l è l e  à c e l l e  de 

l ' a c é t a t e  au c o u r s  de la dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  par  des c u l t u r e s  

d 'en r i ch issement .  En e f f e t ,  au c o u r s  de c e t t e  d é g r a d a t i o n  i n t e r v i e n n e n t  

non seulement l e s  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  mais a u s s i  l e s  b a c t é r i e s  

fermen t a t  i v e s .  

A l ' e x c e p t i o n  des b a c t é r i e s  du groupe 1, des t he rmoph i l es  q u i  se 

r a t t a c h e n t  à l ' e spèce  - C. thermocel lum,  l e s  a u t r e s  i s o l a t s  mésophi les  e t  

t he rmoph i l es  n ' o n t  pu ê t r e  i d e n t i f i é s .  

Malgré 1 ' i m p e r f e c t i o n  des techn iques  u t i l i s é e s ,  q u i  nous e s t  

apparue avec l e  r e c u l  du temps, nous avons pu c o n s t i t u e r  une banque de 

souches p a r t i e l l e m e n t  c a r a c t é r i s é e s  e t  conservées à - 80°C dans l e  l a i t  

g l y c é r o l é .  Par l a  s u i t e ,  nous nous sommes e s s e n t i e l l e m e n t  i n t é r e s s é s  à 

l ' é t u d e  taxonomique e t  p h y s i o l o g i q u e  de t r o i s  nouveaux i s o l a t s  : l e s  

souches MC 4, en c o l l a b o r a t i o n  avec M. ZYGMUNT, TC 21 e t  TX 41 en 

comparaison avec C, the rmoce l lum TC 11. 



2EME PARTIE 

TAXONOMIE ET PHYSIOLOGIE DES PRINCIPAUX ISOLATS HYDROLYTIQLJES 
MESOPHILES ET THERMûPHILES 



1,- ENOE ûE LA SOUCWE MESOPHILE CELLULOtYTIQUE : Clostr id ium sp. MC 4 - - - -  - - - -  

A.- COLONIES ET MORPHOLOGIE - - 

L a  souche MC 4 (groupe 1 des  i s o l a t s  c e l l u l o l y t i q u e s  mésoph i les )  a  

é t é  i s o l é e  de l ' écosys tème 1 ( d i g e s t e u r  de l e n t i l l e s  d ' eau ) ,  après 

en r i ch i ssemen t  s u r  p a p i e r  f i l t r e .  

Sur m i l i e u  gé losé  à l a  c e l l u l o s e  (poudre  Whatman CC 31, 5  g / l ) ,  

l e s  c o l o n i e s  s o n t  t r è s  p e t i t e s  (0,5 mm de d i amè t re )  e t  se déve loppen t  

en 48 heu res  sans zone de l y s e  b i e n  n e t t e .  Sur m i l i e u  gé losé  au 

c e l l o b i o s e ,  l e s  c o l o n i e s  son t  p l u s  impo r tan tes  (1-1,5 mm de d iamèt re ,  

en 48 heu res ) .  Ces c o l o n i e s  s o n t  crèmes, l i s s e s  e t  r é g u l i è r e s .  

Les c e l l u l e s  v é g é t a t i v e s  s o n t  généra lement  i ncu rvées ,  i s o l é e s  ou 

par  p a i r e s ,  de 4,5-5,5 Pm x  0,75-0,O ym ( F i g u r e  19) .  E l l e s  a p p a r a i s s e n t  

mob i l es  d u r a n t  l e s  p remiè res  heures  de c ro i ssance  e x p o n e n t i e l l e .  Les 

b a c i l l e s  ne p rennen t  pas l a  c o l o r a t i o n  de Gram, e t  l e  t e s t  de GREGERSEN 

(1978)  donne un r é s u l t a t  p o s i t i f .  T o u t e f o i s ,  b i e n  que l a  p a r o i  

appa ra i ssan t  en m ic roscop ie  é l e c t r o n i q u e  s o i t  de t y p e  m u l t i - f e u i l l e t ,  

nous n  'observons pas de membrane ex te rne  ( f i g u r e  20)  p o u r t a n t  t y p i q u e  

des Gram n é g a t i f s .  Dans nos c o n d i t i o n s  de c u l t u r e ,  l a  s p o r u l a t i o n  se 

f a i t  de f a ç o n  a i s é e  s u r  m i l i e u  gé losé  ou l i q u i d e ,  l e s  spores sont  

ova les ,  dé fo rmantes  e t  t e r m i n a l e s .  

B.- CROISSANCE ET BESOINS NUTRITIONNELS 

L a  souche MC 4 e s t  anaérob ie  s t r i c t e ,  e l l e  u t i l i s e  peu de sources 

carbonées ( t a b l e a u  23 ma is  fe rmente  ac t i vemen t  l e s  c e l l u l o s e s  e t  

hém ice l l u l oses .  Le t aux  de c ro i ssance  maximal sur  c e l l o b i o s e  e s t  ob tenu  

pour  un pH de 6,3 ( f i g u r e  211, cependant l a  c ro i ssance  e s t  p o s s i b l e  de 

pH 6,O à 6,8 avec une augmentat ion du temps de l a t e n c e  de 6 heures. 

L 'opt imum de tempéra tu re  se s i t u e  à 30-35OC, l a  c r o i s s a n c e  é t a n t  

p o s s i b l e  de 30 à 40°C ( f i g u r e  2 2 ) .  



/ glucose aral inose ce l lu lose  l 

manni t o l  escul inc rhamnose 

lac tose  melezitose trehalose 
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saccharose raf finoçe fructose 
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TABLEAU no 23 - SUBSTRATS FERMENTES PAR LA SGUCIIE MC4 

lh 6 ~ 1 1 e 1 ~ t a t i c ~ i  d e n  . c ) u b ~ ~ . ~ t ~  r~cvt t a   ouc clic AIC e3.t dZtehmiuif e 

( A V . 0 . 7 0 , 5 ) .  
d pm t a  c~roih~artce ba&erdcit~ic et Ca rnebwcc de . c l id te  dic pl! 

FIGURE no 21 - INFLUENCE DU pR sur FIGURE no 22 - INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 
LA CROISSANCE DE LA SOUCHE MC4 - SUR LA CROISSANCE DE LA SOUCHE MC4 - 

La mohhance de .tu douche ,MC4 en donctbn du pfi et de .ta .tempémtlcne a é.té aLLiv.ilz 
en . tubu anaérobiu de 70 d ,  W e u  KYEM (0,5 g / C  d'e- de Levlcne). 
,u m a  : o -0 et &mp6 de la.tence : 9 - *  



- FIGURE no 20  - COUPE ULTRAFINE DE CELLULES VEGETATIVES DE LA SOUCHE 
MC4 - 

CM: menbha~e ~yXVp~CL4t%iq~e; Cu: p u h ~ i ;  (-1 : O, 1 )un. 
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Les h y d r o l y s a t s  de c a s é i n e  s e r v e n t  de sources azo tées ;  en présence 

ou absence de v i t a m i n e s  l ' e x t r a i t  de l e v u r e  e s t  i n d i s p e n s a b l e  à l a  

c ro i ssance  e t  sa c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  e s t  de 2  g / l .  A des 

c o n c e n t r a t i o n s  supé r i eu res ,  l a  c r o i s s a n c e  de c e t t e  souche semble 

r a l e n t i e .  Le temps de l a t e n c e  augmente j u s q u ' à  48 heures avec 5  g / l  

d ' e x t r a i t  de l e v u r e ,  l a  c r o i s s a n c e  r e s t e  t r è s  f a i b l e  (0.0. f i n a l e  

d i v i s é e  p a r  8 p a r  r a p p o r t  à l ' op t imum) .  

Le c h l o r u r e  d'ammonium ne p e u t  pas  s e r v i r  de sou rce  d ' a z o t e  même 

en présence de v i t am ines .  L a  souche MC 4 ne r é d u i t  n i  l e s  s u l f a t e s ,  n i  

l e s  s u l f i t e s ,  n i  l e  t h i o s u l f a t e  en H S. Les n i t r a t e s  ne s o n t  pas 
2  

r é d u i t s  en n i t r i t e s .  L ' e s c u l i n e  e s t  hyd ro l ysée  mais pas l a  g é l a t i n e ,  n i  

1' urée.  

En c o n d i t i o n s  op t ima les ,  l e  temps de doublement de l a  souche MC 4 

e s t  de 2,5 heures  s u r  g lucose  e t  de 2  heures  su r  c e l l o b i o s e .  Q u e l  que 

s o i t  l e  s u b s t r a t  fe rmenté ,  nous avons observé l ' e x c r é t i o n  d ' u n  polymère 

en c o u r s  de c ro issance ,  augmentant cons idérab lement  l a  v i s c o s i t é  du 

m i l i e u  de c u l t u r e .  En m i l i e u  non  a g i t é ,  c e  polymère englue l e s  b a c i l l e s  

e t  l a  c e l l u l o s e  dans une "ge lée"  fo rmant  a i n s i  un amas f i l a n d r e u x .  

C.- CINETIQUES ET BILANS DE FERMENTATION - - - 

C.l.- Fermenta t ions  du g lucose  e t  du c e l l o b i o s e  

Les c i n é t i q u e s  e t  l e s  b i l a n s  de f e rmen ta t i on  du g lucose  e t  du 

c e l l o b i o s e ,  à pH régu lé ,  son t  r ep résen tés  f i g u r e s  23 e t  24 e t  t a b l e a u  

24. Après un c o u r t  temps de l a t e n c e ,  l a  c r o i s s a n c e  e s t  r a p i d e  su r  ces  

deux s u b s t r a t s  (ymax : 0,2 h l .  La  souche MC 4  p résen te  cependant une 

m e i l l e u r e  c ro i ssance  su r  l e  c e l l o b i o s e  (600  mg/ l /h )  que sur  l e  g lucose 

(270 mg / l / h ) .  La l y s e  b a c t é r i e n n e  i n t e r v i e n t  rap idement ,  après 30 

heures  de c u l t u r e  s u r  c e l l o b i o s e  e t  40 heures  su r  g lucose,  e t  avan t  que 

l a  t o t a l i t é  du s u b s t r a t  a i t  é t é  fermentée. L 'hydrogène e t  l ' a c é t a t e  

son t  l e s  p r o d u i t s  majeurs  de l a  f e r m e n t a t i o n  pa r  l a  souche MC 4. Le 

rendement en a c é t a t e  e s t  de 1,23 mole/mole de c e l l o b i o s e  fe rmenté  e t  de 

1,57 rnole/mole de g lucose  fe rmenté .  Sur  c e l l o b i o s e  l a  p r o d u c t i o n  de 

l a c t a t e  e s t  t o u t e f o i s  s u p é r i e u r e  (0 ,5  mole/mole de c e l l o b i o s e  f e rmen té )  

que s u r  g lucose  (0 ,17 mole/mole de g lucose  f e rmen té ) .  
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FIGURE no 26 - CINETIQUE DE DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR LA SOUCHE MC4 - 
f a  detonentation en ~ c o ~ n u e  de la ceeeLeoae a é t é  h é d é e  en &menteu 
de 2 l., &eu KZ contenant 70 g/L de ce.UuRo~e, Le p f f  u.t trégdé à 6 , 4  pah 
de la aoude 5N, la .temp&z&me u.t maintmue à 3 5 O C .  

FIGURE no 27 - REPRESENTATION SCHmTIQUE DE LA 
DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR LA SOUCEE MC4 EN FONCTION 

1 DE LA CONCENTRATION INITIALE EN CELLULOSE 

La viAssne de dégtradation de la c&uRane u;t exp/Umée en 
donction du % de c&doae dégnadé. 
( -  - )  avec 70 g / l  , (--) avec 40 g / L  de c&uRone i U e .  



C.2.- I n h i b i t i o n  de l a  c ro i ssance  de l a  souche MC 4 par  

l ' h yd rogène  

A f i n  de d é t e r m i n e r  l e s  c o n d i t i o n s  de l ' a r r ê t  de l a  

f e r m e n t a t i o n  p a r  l a  souche MC4, nous avons é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  de 

l ' h yd rogène  p r o d u i t  ( 2 , 4  à 3,5 moles/mole d 'hexose fe rmentée)  su r  l e  

métabol isme de c e t t e  b a c t é r i e .  

L a  c r o i s s a n c e  de c e t t e  souche a  é t é  s u i v i e  en t ubes  anaérob ies ,  

dans l e s q u e l s  l ' a tmosphère  (100% d ' a z o t e )  é t a i t  remplacée p a r  des 

c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  en hydrogène (10, 30, e t  100%). Les 

r é s u l t a t s  obtenus ( f i g u r e  25) i n d i q u e n t  c l a i r e m e n t  une i n h i b i t i o n  de l a  

c r o i s s a n c e  de c e t t e  b a c t é r i e  dès que l a  c o n c e n t r a t i o n  en hydrogène e s t  

s u p é r i e u r e  à 10%. 

C.3 .- Fe rmen ta t i on  de l a  c e l l u l o s e  

L a  d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  e s t  l e n t e  (Vmax: 95 mg de 

c e l l u l o s e / l / h ,  avec 10  g / l  de c e l l u l o s e  i n i t i a l ) ,  e t  débute après un 

temps de l a t e n c e  de 30 à 40 heures. Quelque s o i t  l a  q u a n t i t é  de 

c e l b u l o s e  i n i t i a l e  ( 1 0  e t  40 g / l ) ,  60 % seulement de c e l l u l o s e  sont  

h y d r o l y s é s  en 150  e t  200 h. ( f i g u r e  26) e t  l e s  suc res  s o l u b l e s  ne 

s 'accumulen t  qu ' en  f a i b l e s  q u a n t i t é s  ( 0 , 4  g / l ) .  Sur  ce  s u b s t r a t ,  l e  

rendement en a c é t a t e  e s t  de 1,2 moles p a r  mole d ' é q u i v a l e n t  

anhydrog lucose fe rmentée  ( t a b l e a u  24) .  S i  l ' a r r ê t  de l a  c ro i ssance  de 

l a  b a c t é r i e  p e u t  s ' e x p l i q u e r  au moins en p a r t i e  p a r  une i n h i b i t i o n  due 

à l a  p r e s s i o n  p a r t i e l l e  d'H2 t r o p  é l evée  en f i n  de c u l t u r e ,  l ' a r r ê t  de 

l a  c e l l u l o l y s e ,  p a r  c o n t r e ,  e s t  dû s o i t  à une i n h i b i t i o n  des h y d r o l a s e s  

exc ré tées  s o i t  à une l i m i t a t i o n  en s u b s t r a t .  S i  c e t t e  souche ne 

f e r m e n t a i t  que l e s  s t r u c t u r e s  f a c i l e m e n t  dégradab les  (zones amorphes 

sans p o u v o i r  h y d r o l y s e r  l e s  p a r t i e s  c r i s t a l l i n e s  de l a  c e l l u l o s e  e t  

sans q u ' i l  y  a i t  i n h i b i t i o n  des  enzymes, nous a u r i o n s  dû o b t e n i r ,  

q u e l l e  que s o i t  l a  q u a n t i t é  de c e l l u l o s e  i n i t i a l e ,  une c i n é t i q u e  de 

dég rada t i on  i d e n t i q u e .  L a  f i g u r e  27 r ep résen te  l e s  v i t e s s e s  de 

dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  en f o n c t i o n  du pourcentage de c e l l u l o s e  

hydro lysée .  Avec 10 g / l  de c e l l u l o s e  i n i t i a l e ,  l ' h y d r o l y s e  de l a  

c e l l u l o s e  e s t  l e n t e  e t  l a  v i t e s s e  maximale de dég rada t i on  (95 mg/ l /h )  

r e s t e  c o n s t a n t e  de 25 à 50 % de dégrada t ion .  Avec 40 g / l  de c e l l u l o s e  

i n i t i a l e ,  b i e n  que l e  temps de l a t e n c e  s o i t  i d e n t i q u e ,  l a  souche MC 4 

hyd ro l yse  p l u s  v i t e  l a  c e l l u l o s e  (Vrnax = 280 mg / l / h ) .  Par c o n t r e ,  c e t t e  
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FI- no 28 - CINETIQUE D'APPARITION DES ACTIVITES CMCASIQUESET XYLANASIQUES 
* AU COURS DE LA FERMENTATION DE LA CELLULOSE PAR LA SOUCHE MC4 - 

Le duaage d u  act iv iAib e n z p w e a :  e x t ( r a c & W e s  de la hauchs MC4 a &té 
au c o w  d'une dnékique de dégnada;tion de .la c&uRoae (40 g / L  L W 1  

Ltac;tivLté CMC a i q u e  esit exphunée en pg ( x  7 0) dréqLLiv&ent gLucone fibétréh 
pendant 1 5 min. L 'ac;tivL-té xyeulasique es* exphunge en pg ( x 1 02 ) d ' é q d v d e n t  
x yLo~ s f i bé t r éh  pendant 15 min / m e .  



v i t e s s e  maximale ne r e s t e  cons tan te  q u ' e n t r e  15 e t  25 % de dég rada t i on ,  

ce q u i  con f i rme  i n d i r e c t e m e n t  l ' i n h i b i t i o n  des c e l l u l a s e s  exc ré tées  p a r  

l e s  p r o d u i t s  de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e .  

La  f i g u r e  28 montre  l ' a p p a r i t i o n  des a c t i v i t é s  enzymatiques dans 

l e  surnageant de c u l t u r e  sur  c e l l u l o s e .  L '  a c t i v i t é  xy l anas ique  a p p a r a î t  

beaucoup p l u s  t ô t ,  e t  avec une i n t e n s i t é  d i x  f o i s  p l u s  é levée  que 

l ' a c t i v i t é  CMCasique. L ' a p p a r i t i o n  des a c t i v i t é s  CMCasiques e s t  coup lée  

à l a  d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e .  Nous observons un p i c  d ' a c t i v i t é  à 

80-90 h. de c u l t u r e ,  s u i v i  d ' une  chu te  des a c t i v i t é s  enzymatiques. B i e n  

que l ' a c t i v i t é  CMCasique réappa ra i sse  p rogress ivement  dans l e  

surnageant  de c u l t u r e  après  150 h, l a  c e l l u l o l y s e  r e s t e  bloquée. 

D .- DISCUSSION - CONCLUSIONS - - 

Anaérobie  s t r i c t e ,  sporu lée ,  c a t a l a s e  néga t i ve ,  ne r é d u i s a n t  pas  

l e s  s u l f a t e s  en H  S, c e t t e  souche d o i t  donc ê t r e  r a t t a c h é e  au genre 
2 

C l o s t r i d i u m .  Cet  i s o l a t  se d i f f é r e n c i e  ne t tement  des a u t r e s  C l o s t r i d i a  

d é c r i t s  dans l a  l i t t é r a t u r e  : C. c e l l o b i o p a r u m  (HUNGATE, 19501, C. - - 
l o c h h e a d i i ,  - C. longisporum,  C. d i s o l v e n s  (HUNGATE, 1966) e t  C. - - 
papyroso lvens  (MADDEN e t  a l . ,  1982) à l a  f o i s  s u r  l e  p l a n  morpholog ique 

que s u r  l e  p l a n  des s u b s t r a t s  fermentés e t  des pH op t ima  de c ro i ssance .  

L a  p l u p a r t  de c e s  espèces se déve loppen t  en e f f e t  au v o i s i n a g e  de l a  

n e u t r a l i t é .  

Con t ra i r emen t  à l a  souche MC 4, - C. l o c h h e a d i i ,  - C. long isporum e t  

C. c e l l o b i o p a r u m  s o n t  des  b a c i l l e s  d r o i t s  f e rmen tan t  l ' am idon ,  l e  - 
f r u c t o s e  e t  l e  mal tose.  D ' a u t r e  p a r t  - C. c e l l o b i o p a r u m  p r o d u i t  en p l u s  

du b u t y r a t e  l o r s q u  'il e s t  c u l t i v é  s u r  g l ucose  (CHUNG, 1976). 

Con t ra i rement  à C. papyroso lvens ,  b a c i l l e  d r o i t ,  l a  souche MC 4  ne - 
ferme n i  l e  ga lac tose  n i  l e  mann i t o l ,  mais fe rmente  ac t i vemen t  l e  

xy lane  e t  l e  mannose. D ' a u t r e  p a r t ,  C. papyroso lvens  c r o î t  à pH 7 , 3  e t  

e s t  capable  de se déve lopper  à 15OC. 

Récemment LECHINE e t  CANALE-PAROLA (1983)  o n t  d é c r i t  un 

C l o s t r i d i u m  c e l l u l o l y t i q u e  proche de l a  souche MC 4  à l a  f o i s  du poin-c 

de vue morphoiog ique,  des s u b s t r a t s  fermer?tés e t  p r o d u i t s  de 

f e r m e n t a t i o n  ( e s s e n t i e l l e m e n t  a c é t a t e  e t  H ) . T o u t e f o i s  c e t t e  souche 
2 

h y d r o l y s e  len tement  l a  c e l l u l o s e  (Vmax = 59 m g / l / h ) ,  sans q u ' i l  y a i t  

i n h i b i t i o n  des c e l l u l a s e s  après a r r ê t  de l a  f e rmen ta t i on ,  ce q u i  se 

t r a d u i t  pa r  une accumula t ion  de sucres  dans l e  m i l i e u .  D ' a u t r e  p a r t ,  



ces au teu rs  ne ment ionnen t  pas  l a  p r o d u c t i o n  de po lymères augmentant 

même tempora i rement  l a  v i s c o s i t é  du m i l i e u  de c u l t u r e .  Par c o n t r e ,  

GIALLO e t  a l .  (1983)  o n t  é t u d i é  une souche c e l l u l o l y t i q u e  C l o s t r i d i u m  

sp. H l 0  ayan t  un comportement s i m i l a i r e  à c e l u i  de l a  souche MC 4 : 

p r o d u c t i o n  de po l ysaccha r i de  e x t r a c e l l u l a i r e ,  e t  i n h i b i t i o n  de l a  

c ro issance .  L a  souche MC 4 se d i s t i n g u e  t o u t e f o i s  de l a  souche H l 0  p a r  

un rendement en a c é t a t e  p l u s  é l e v é  (1,2 à 1,5 moles/rnole d 'hexose 

f e r m n t é e  au l i e u  de 0,5 à 0,7 mole/mole d 'hexose fe rmentée) .  La  souche 

H l 0  p r o d u i t  d ' a u t r e  p a r t  de f a i b l e s  q u a n t i t é s  de s u c c i n a t e  e t  sa 

c r o i s s a n c e  n ' e s t  pas  i n h i b é e  p a r  l ' h yd rogène .  Chez c e t t e  souche, l e s  

a u t e u r s  n ' o n t  pas dé te rminé  q u e l l e s  é t a i e n t  l e s  causes de l ' i n h i b i t i o n  

de l a  c ro issance .  Dans l e  cas  de l a  souche MC 4, il e s t  p o s s i b l e  qu 'une  

i n h i b i t i o n  supp lémenta i re  s o i t  due à 1' accumula t ion  d ' a c é t a t e  dans l e  

m i l i e u  de c u l t u r e ,  t o u t e f o i s  c e t t e  hypothèse demendera i t  à ê t r e  

con f i rmée.  

L a  n a t u r e  du polymère s y n t h é t i s é  p a r  l a  souche MC 4 n ' a  pu encore 

ê t r e  déterminée.  L a  p r o d u c t i o n  de po lymères de r é s e r v e  ou de 

po l ysaccha r i des  e x t r a c e l l u l a i r e s  a  é t é  b i e n  é t u d i é e  chez l e s  b a c t é r i e s  

a é r o b i e s  (DAWES e t  SENIOR, 1973; PACE, 1980; HESTRIN e t  SCHRANN, 1954) .  

Parmi  l e s  b a c t é r i e s  anaérob ies  s t r i c t e s ,  l a  synthèse de p o l y s a c c h a r i d e s  

de r é s e r v e  e s t  t r è s  peu é tud iée .  Ruminococcus a l b u s  (HUNGATE, 1363), 

Selenomonas ruminan t ium (CHENG e t  a l . ,  1973) e t  A c e t i v i b r i o  

c e l l u l o l y t i c u s  (PATEL e t  BREUIL, 1981) o n t  e t &  d é c r i t s  comrne accumulant  

un p o l y s a c c h a r i d e  de rése rve  de t ype  glucane r a m i f i é  g lycogène ou 

amylo-pect ine.  Cet t e  accumu la t i on  se f a i t  en l i m i t â t  i o n  d ' a z o t e  

(WALLACE, 1980 ; PATEL e t  BREUIL, 1981 1, à pH a c i d e  (CATTLEY, 1971 ) ou 

en présence de CO2 chez S t rep tococcus  b o v i s  (DAIN e t  a l . ,  1956) .  - 
t ' i n h i b i t i o n  de l a  c e l l u l o l y s e  chez C l o s t r i d i u m  sp. MC 4 peut  ê t r e  

due ii l ' a c c u m u l a t i o n  de suc res  dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e ,  e t  S ien  que 

c e t t e  accumula t ion  s o i t  f a i b l e  dans nos c o n d i t i o n s  de c u l t u r e .  En 

e f f e t ,  s i  nous a j o u t o n s  au moment du dosage enzymatique une q u a n t i t é  de 

g lucose  é q u i v a l e n t e  (0,4 g / l ) ,  nous obtenons une c h u t e  de 40% de 

l ' a c t i v i t é  CMCas i que  e t  de 30% de l ' a c t i v i t é  xy lanas ique .  C e t t e  

i n h i b i t i o n  des c e l l u l a s e s  pa r  l e  g lucose n ' e s t  pas s u f f i s a n t e  pour 

e x p l i q u e r  l ' a r r ê t  de l ' h y d r o l y s e  e t  il e s t  p o s s i b l e  a l o r s  que 

l ' a c c u m u l a t i o n  de l ' a c é t a t e  a i t  un r ô l e  i n h i b i t e u r  comme c ' e s t  l e  cas 

chez - A. c e l l u l o l y t i c u s  (KHAN, 1980 a ) .  Chez c e t t e  espèce bac té r i enne ,  

l'inhibition de l a  c e l l u l o l y s e  e s t  l e vée  p a r  l a  c o c u l t u r e  avec 

Methanosarc ina b a r k e r i ,  méthanogène à p a r t i r  de 1' acé ta te .  De même, 



c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  mésophi les comme Cellulomonas sp. v o i e n t  l e u r  

a c t i v i t é  c e l l u l a s i q u e  i nh ibée  p a r  l e  l a c t a t e  (CHOSSON, r é s u l t a t  non 

p u b l i é ) .  Ces hypothèses demanderaient donc à ê t r e  conf i rmées par une 

étude p l u s  f i n e  des systèmes enzymatiques imp l iqués  dans 1' hydro lyse  

des polymères végétaux. Tou te fo i s ,  l o r s  de l a  c o c u l t u r e  de l a  souche 

MC4 avec C l o s t r i d i u m  acetobuty l icum, u t i l i s a n t  à l a  f o i s  l e s  sucres e t  

l ' a c é t a t e  p r o d u i t s ,  l a  c e l l u l o l y s e  r e p r e n a i t  (ZYGMUNT, 1983). 

Des études s e r a i e n t  donc ind ispensab les  de façon à compléter  l a  

c a r a c t é r i s a t i o n  de c e t  i s o l a t ,  d  'une p a r t  d 'un p o i n t  de vue 

taxonomique, e t  d ' a u t r e  p a r t  en é t u d i a n t  l a  compos i t ion  b iochimique du 

polymère excré té ,  a i n s i  que l a  na ture  des hydro lases  p r o d u i t e s  par 

c e t t e  b a c t é r i e .  



FX'P3F.T X=:i?i:;3L/AC.2 r f l r i  
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TABLEAU ne  25 - DIFFERENTIATION DES ISOLATS DE C .  THERMOCELLUM - 
NF: pas d é t e r m i n é .  

TABLEAU no 26 - ADAPTATION DES SOUCIIES DE C.  TIIEwlOCELLUPI SUP. GLUCOSIC, 

FRUCTOSE ET IrlAPINITOL, EN ABSEIICE OU PRESENCE (+  E .L. ) D ' EXTiZAIT DE LEIJIJI:E 

La m a i i ~ n i ~ c c .  e 3R: A U ~ V ~ C  cil  tut^ 1 ailaCto b . i a ,  tt~iLieu K 2 ,  pll i de  7 , 4 ,  
i i~cubatiacz ii 6c0C pcrzdad 4 5crtiniric~. 



thamcel lum WhI 1237. 

En cours d'annia, nous avons é t d  amenes à i so le r  d9autres souches 

de C. thermoeellum & p a r t i r  da cultures cantminées de 6. thermqcellum - - 
ATCC 27405, ~ ' e n , a ~ ~ & ~ e  dus Ssola%s prhsente Iea arrare t a r i s  tiques . 

propres à C. thsrmocellum, toutefo is de nombreuaes urFf;aticrnr, qua noMs 
-C 

i prk iserons,  existent au sein de cet te s s p h   tér ri ce me. 

A.- COLONIES ET MORPHOLOGIE - - 

"39 1, ~ u e k e  

TC l? f~i.m% de6 ç~&mies  infbrf etk.4~8 k 1 rn de d i ad t r sg>  W & r ,  4% - 
entouries d'un haie c l a ~ ~  cts lyse. SUP mificm 610ae (Ltl ~bf l~b i lJ .&e,  l e s  

cbLonicts gont plur grossa% ( 2  mm de diiwtditrsr an 4 3  h. 1, Ces colonies 

. , * , . -  . W . , .  

a ,. . 
Pw*fi8~b*L11 ( C O  llW,W*l r ) , : ~ i d i r C l  w'r~ 'r~_  rd: 
pP+nnant pas l a  coloratiarn da Bsvrant, 

LI spssrula%ian !&*abtJent 9milarnrrrn.t WP a9i3JÎarux gi$&m4r ou 

liqc~Me-9, kas soarsr FO-s CIJO 1 9 $ r ~ e t  E.f'f'@~a 261, 

eb;k3&~0 d@.tltirrlrs ecicf-w 4%' &MW** 

4 nt QUES fUWb c;&lluBw i/tr£gwa W I ~ * W ~ ~ P P #  (&a 

1 m e s  a* Tr f"%@um 3=? metprit & wt-tra 

&&%a rwrSn6s. 
Qws des o~r l d i b ime  as clalrure Wenti;qtos~, $ers diQQirencc4s 

mrpbtogiques A n t e ~ v i m e n t  parmi les. souchhct de C, t)lsmnirlfu? 

(figwre % a, b, c l .  La tablaau ?5 re$roups d'autre part. le& 

principales vw ia t ions  o&ervées au sein de cet te tlarpà.ca tpaetléjrienne, 



FIGURE no 29 a et b - PHOTOGRAPHIE EN MICROSCOPIE A CONTRASTE INTERFERENCIEL 
DE CELLULES VEGETATIVES ( 29 a) ET SPORULEES (29 b) DE C. THERMOCELLUM 

SOUCHE TC 1 1  - Les b a d u  de C. a%enmoc&wn a o n t  &mement &Lx& 6Uh lu 
S.ib&i~~ de c ~ o d e ,  &' &chernent de d& pan &' exa%emi;té opposée à &% Qpohe . . 

( 2 9  b ) .  

FIGURE: no 30 - PHOTOGRAPHIE EN MICROSCOPIE A CONTRASTE DE PHASE DE DIFFERENTES 
SOUCHES DE C. THERMOCELLUM - 
figure 30 a:souche AT SPIL; figure 30 b: souche N 213 22; figure 30 c: souche 22 

.ta bame u;t éqdvden te  à 5 p. 

FIGURE no 31 - PHOTOGRAPHIE EN MICROSCOPIE A CONTRASTE DE PHASE DE CELLULES 
SPORULEES DE LA SOUCHE TC 11 - 
La b m e  UA: éqLLivdente à 1 p. N O W Z  à X'eXifrLWZ du ba&e whence  ~ 
d ' un henyjlemenit . 

FIGURE no 32 - PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES DE DIFFERENTES SOUCHES 
DE C. THERMOCELLUM - 
de gauche à dnoite La houchi~~ N 213 22, A T  SPIL, T C  72, T C  17 & NCIB 10662, 



- FIGURE no 29- 

- FIGURE 
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- FIGURE no 30- 

- FIGURE n o  31- 1' 



Les  souches A  22, N  213 22, AT SPIL, e t  AT 1, o n t  é t é  i s o l é e s  de 

c u l t u r e s  contaminées de C. the rmoce l lum ATCC 27405. Out re  l e s  

v a r i a t i o n s  morpholog iques,  c e r t a i n e s  souches de C. the rmoce l lum ne - 
p r o d u i s e n t  pas l e  p igment  jaune-orangé, p o u r t a n t  c a r a c t é r i s t i q u e  de 

c e t t e  espèce bac té r i enne ,  n i  en m i l i e u x  l i q u i d e s ,  n i  en m i l i e u x  

gé losés.  

B. - CONDITIONS DE CR01 SSANCE - - 

L a  souche TC 11 de même que l e s  a u t r e s  souches de C. the rmoce l lum 

possèdent  une tempéra tu re  e t  un pH op t ima de c ro i ssance  respec t i vemen t  

de 65OC e t  7,2-7,4. Ces souches ne f e rmen ten t  ac t i vement  que l a  

c e l l u l o s e  e t  l e  c e l l o b i o s e .  En c o n d i t i o n s  o p t i m a l e s  de c ro issance ,  l a  

souche TC Il a un temps de doublement de 1,2 h .  su r  c e l l o b i o s e .  

L a  c r o i s s a n c e  de d i f f é r e n t s  i s o l a t s  de C. the rmoce l lum a  é t é  - 
s u i v i e  s u r  g lucose ,  f r u c t o s e  e t  mann i t o l ,  en absence ou présence de 

f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ' e x t r a i t  de l e v u r e  ( 5  g / l ) .  A  65OC, aucune 

c r o i s s a n c e  n ' a  été observée après un  mo is  d ' i n c u b a t i o n .  A 60°C, une 

s e u l e  souche, l a  souche N  213 22 s ' e s t  b i e n  développée s u r  g lucose,  en 

présence ou absence d ' e x t r a i t ,  en une semaine ( t a b l e a u  26) .  Sur 

f r u c t o s e  l a  c ro i ssance  de c e t  i s o l a t  e s t  r e s t é e  f a i b l e  e t  t r è s  l e n t e  

( h D . 0 .  = 0,3-0,4 en q u a t r e  semaines). Parmi t o u s  l e s  a u t r e s  i s o l a t s  

s e u l e  l a  souche TC Il a semblé s ' a d a p t e r  len tement  su r  g lucose  en 

présence d ' e x t r a i t  de l e v u r e  ( n D . 0 .  = 0,280 en q u a t r e  semaines).  Sur 

m a n n i t o l ,  nous n 'avons j ama i s  observé de c ro i ssance  des souches, même 

en présence d ' e x t r a i t  de l e v u r e ,  e t  après q u a t r e  semaines d ' i n c u b a t i o n .  

C.- COMPARAISON DES PROFILS ELECTROPHORETIQUES DES PROTEINES DES - - - - 
DIFFERENTES SOUCHES DE C. THERMOCELLUM -- 

L ' é t u d e  des p r o t é i n e s  des d i f f é r e n t e s  souches de C. the rmoce l lum a  - 
é t é  f a i t e  s e l o n  l a  méthode mise  au p o i n t  p a r  MAGOT e t  a l .  (1983) .  
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TABLEAU no  27 - BILAN DE FE~~lENTATION DE LA CELLULOSI: PAR C. TIIEI>MOCEI~I.UM 

7 , 8 ( 5 0 , 5 )  

I I  t t e4  6ernretitatioiz5 a pH ~ io i i  ~té:guet 5Ollt tc i i rCL~ée ,  eli 6f~zcoii', de 300 si[, n i i f i eu  
K 2 ,  pHi de 7 ,2  et ?,J, &zcitDstioii a 6 5 ' ~  p ~ i i d n r i t  7 jouw. 
( 2 1  d pH I L C ~ L L P Z ,  tes ~ c / u n e i ~ t t t i o r i o  &on t  du i t e5  $!II fiemicirteut5 de 2 C i t a e s ,  r i i f  icct 

KZ, a 65 y, t a  k t g d a t i o n  du pH e4.t baiLe put  de t a  boude 5N, PR dutée dc5 Sc&- 
. nren.Sationd e s t  de 72  h. 

1 ~ 5 7 . 1  

~ ( 3 )  4e4 p&0dru't4 de ~e,tnieritatatic~r~ 4o11 t txptimci~ eii iiiJl; e i i t t e  1 1  t e  ?ic*ndoiieii t (14 t 
exptLtn@ en nrnoXe4l 100mioZeb d' CquivcLee~Lt aitlii/d,togtocode ~unnieii tccb. 

FIGURE no 33 - CINETIQUE DE DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR C .  THERMOCELL'JM 
SOUCHE TC 11 - 
La & m n e W o i z  en dinca&nu n EX& 4Lcivie en &twievLtem de 2 L. ,  mieieu K 2 ,  
70 g / L  de c&&obe7 Le pH u t  &&gLLiié à 7 ,4  p a ~  de boude S N ,  la XwnpShdtuhe UA:  
maiM;tenue ù 6 S ° C .  Lu &&,3&dt6 4 0 n t  e x p h é b  en ( A )  acé.&Lte, j a ) é&crnot, 

P n ~ Y n f o *  on n/P  (13) r o P P ~ i P n ~ o  o f  ovr m P / P  An nn7 n k n A r i ; f  f a \  



Les souches TC 11 e t  TC 12, i s o l é e s  de d i g e s t e u r s ,  e t  l e s  souches 

N  213 22 e t  AT SPIL, i s o l é e s  de c u l t u r e s  contaminées de C. the rmoce l lum - 
ATCC 27405, o n t  é t é  comparées à une souche de r é f é r e n c e  C. the rmoce l lum - 
NCIB 10682, f o u r n i e  p a r  Mme MILLET ( I n s t i t u t  Pas teur ,  PARIS). 

B i e n  que l a  d é f i n i t i o n  dans l e s  bandes p r o t é i q u e s  par c e t t e  

méthode ne s o i t  pas  t r è s  s a t i s f a i s a n t e ,  nous pouvons c o n s t a t e r  une 

homogénéité pa rm i  l e s  d i f f é r e n t s  i s o l a t s  de C. thermocel lum.  Des - 
d i f f é r e n c e s  a p p a r a i s s e n t  s u r t o u t  au n i v e a u  de l ' i n t e n s i t é  de c e r t a i n e s  

p r o t é i n e s  ( f i g u r e  32) .  Par l a  s u i t e ,  nous avons u t i l i s é  l a  méthode 

d ' é l e c t r o p h o r è s e  d é c r i t e  dans l a  p a r t i e  M a t é r i e l s  e t  Méthodes. 

D.- PRODUITS ET BILANS DE FERMENTATION DE C. THERMOCELLUM TC 11 - - - -- -- 

D.l.- En c u l t u r e  d i s c o n t i n u e  e t  à pH non r é g u l é ,  l a  

f e r m e n t a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  pa r  l a  souche TC Il cesse en 72 h., en 

r a i s o n  de l ' a c  i d i f  i c a t i o n  du m i l i e u .  Le tampon u t i l i s é  (C02/HC03-) 

é t a n t  f a i b l e ,  l e  pH chu te  rap idement  à 5,8-5,9, i n h i b a n t  l a  c ro i ssance  

bac té r i enne .  Par c o n t r e  à c e s  pH ac i des ,  l a  c e l l u l o l y s e  se p o u r s u i t  e t  

se t r a d u i t  p a r  une accumula t ion  de sucres  r éduc teu rs  dans l e  m i l i e u  de 

c u l t u r e .  Les suc res  s 'accumulen t  dès que l e  pH e s t  i n f é r i e u r  à 7,O: 42% 

de l a  c e l l u l o s e  i n i t i a l e  se r e t r o u v e n t  a i n s i  h y d r o l y s é s  sous forme de 

g lucose  e t  de c e l l o b i o s e ,  après  a r r ê t  de l a  f e r m e n t a t i o n  ( t a b l e a u  27) .  

C e c i  c o n f i r m e  i n d i r e c t e m e n t  que l e s  c e l l u l a s e s  de C. the rmoce l lum ne - 
son t  pas  i n h i b é e s  p a r  l e s  suc res  c o n t r a i r e m e n t  à l a  souche mésoph i le  

MC4. 

0.2.- A pH r é g u l é  (pH 7,4), 72% de l a  c e l l u l o s e  ( 1 0  g / l  

i n i t i a l e )  son t  fe rmentés  en 48 h. ( f i g u r e  33)  e t  il n ' y  a  pas 

d 'accumula t ion  de suc res  dans l e  m i l i e u .  Après un temps de l a t e n c e  de 

6  h., l e s  p r o d u c t i o n s  d ' é t h a n o l  e t  d ' a c é t a t e  son t  s imu l tanées ,  dès l e  

début  de l a  f e rmen ta t i on .  Par c o n t r e ,  l a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  ne 

débute r é e l l e m e n t  qu 'après  24 h.  de c u l t u r e .  L a  p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l  

e s t  f a v o r i s é e  p a r  l a  r é g u l a t i o n  du pH, e t  l e  r a p p o r t  é t h a n o l / a c é t a t e  

passe de 1,25 (pH non r é g u l é )  à 1,64 (pH r é g u l é ) .  Le rendement en 

é t h a n o l ,  en c o n d i t i o n s  o p t i m a l e s  de c r o i s s a n c e  de l a  souche TC Il, e s t  

de 7 mole/mole d ' é q u i v a l e n t  anhydrog lucose fermentée.  L a  p r o d u c t i o n  de 

l a c t a t e  e s t  p l u s  i m p o r t a n t e  p a r  c o n t r e  en cou rs  d ' a c i d i f i c a t i o n  du 



F~GURE no 34 - CINETIQUE D'APPARITION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES 
EXCICETEES PAR LA SOCCHE TC 11 - 
La  on de .ta c&uRoae a été /réathée ~ W L  W e u  K 2 ,  20  g/L 
de c & d o ~ e  . h X d e e .  
Les ackivaéd CMC a i q u e  (A 1 et a v i c ~ i q u e  (A) a a n t  e x p h é u  w mg i 

d t é q L L i v d m  g.e(Lw~e ' .e ibéha &espec;tivement pendant 30 min.  ct 7 h./ m e - 
.lu b-iomabae ( 0 )  UZ muWtée p a  d m L t é  opfique (à  660 nm). 
la c&uto~e irékciucUe ut donnée en g / L  (*) e,t u i imée pcn pesée. 

- 9 .  

C .  
2 4 6  1 O 
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FIGURE no 36 - REPFSSENTATION SCHENATIQUE DE FIGURE no 35 - INFLUENCE DE LA CONCENTRATI 
LA DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR LA SOUCHE EN CELLULOSE SUR LA VITESSE DE DEGRADATIOB 
TC 11 EN FONCTION DE LA CONCENTRATION INITIALE DE LA CELLULOSE PAR C. THERMOCELLUM TC 1 1  
m CELLULOSE - v a u a e  mxOnde d' hydrtoLy~e (* ! en m g / L /  v a u ~ e  d '  hyd-mLyne ! en mg/l/hl e s t  kephé6en- ie % dé degiiadation à de clcetme; 
Zée en donotion da polvrcentuge de dégz.addok. (0 1 . d ' a o t i v i - é  a i p u e  à 4 j .  en donc 

,tian de L'opItUnun obamve. 



m i l i e u .  Le  rendement en l a c t a t e  e s t  en e f f e t  de 0,7 mole/mol r  fermentée 

à pH non r é g u l é  e t  de 0,3 mole/mole fermentée à pH régu lé .  Out re  l a  

m o d i f i c a t i o n  du métabol isme vers  l a  p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l ,  à pH r é g u l é  

l a  v i t e s s e  maximale de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  e s t  m u l t i p l i é e  p a r  

un  f a c t e u r  4  (470  mg de c e l l u l o s e / l / h ) ,  l a  c ro i ssance  bac té r i enne  e t  

donc l a  p r o d u c t i o n  de c e l l u l a s e s  é t a n t  f a v o r i s é e s .  

D . 3 . -  A c t i v i t é s  c e l l u l a s i q u e s  : L ' e x c r é t i o n  des a c t i v i t é s  

endo-glucanasiques dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e ,  pa r  C. thermocel lum TC11, - 
e s t  c o r r é l é e  à l a  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e  e t  à l a  d é g r a d a t i o n  de l a  

c e l l u l o s e  ( f i g u r e  34). L ' a c t i v i t é  mesurée su r  CMC appara5 t  en e f f e t  dès 

l e  début  de c r o i s s a n c e  de l a  souche TC Il. L ' a c t i v i t é  CMCasique 

o p t i m a l e  e s t  r 'etrouvée après  48 h  de c u l t u r e ,  en f i n  de c ro i ssance  

bac té r i enne ,  e t  r e s t e  & peu p rès  s t a b l e  dans l e  m i l i e u .  L ' a c t i v i t é  

exo-glucanasique, mesurée su r  c e l l u l o s e  A v i c e l ,  e s t  par  c o n t r e  f a i b l e  

e t  n 8 a p p a r a 5 t  r é e l l e m e n t  qu 'en f i n  de c r o i s s a n c e  bac té r i enne ,  l o r s q u e  

80% du s u b s t r a t  son t  hydro lysés .  

0.4.- En f o n c t i o n  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en c e l l u l o s e  : La  

v i t e s s e  de d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  augmente p r o p o r t i o n n e l l e m e n t  à 

l a  c o n c e n t r a t i o n  i n i t i a l e  en c e l l u l o s e ,  j usqu  'à 20 g / l  ( f i g u r e  25). Des 

c o n c e n t r a t i o n s  s u p é r i e u r e s  ( j u s q u ' à  40 g / l )  s e r a i e n t  donc à t e s t e r  de 

f a ç o n  à d é t e r m i n e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  en c e l l u l o s e  pou r  une 

c r o i s s a n c e  e t  une p r o d u c t i o n  d '  enzymes op t ima les .  

Con t ra i rement  à l a  souche mésoph i le  MC 4, quelque s o i t  l a  

c o n c e n t r a t i o n  en c e l l u l o s e  i n i t i a l e ,  l a  v i t e s s e  maximale d ' h y d r o l y s e  

r e s t e  cons tan te  e n t r e  20 e t  60% de dégrada t ion ,  sans q u ' i l  y a i t  

i n h i b i t i o n  des c e l l u l a s e s  p a r  l e s  p r o d u i t s  de l a  f e r m e n t a t i o n  ( f i g u r e  

36 1 .  

La c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e  e t  donc l a  p r o d u c t i o n  d'enzymes 

augmentent avec l a  c o n c e n t r a t i o n  en c e l l u l o s e .  L 'opt imum d ' a c t i v i t é  

CMCasique e s t  r e t r o u v é  avec une c o n c e n t r a t i o n  i n i t i a l e  de 10 g/l de 

c e l l u l o s e  ( f i g u r e  35). Avec des c o n c e n t r a t i o n s  supér ieu res ,  l ' a c t i v i t é  

CMCasique r é s i d u e l l e  chu te  légèrement  (-15%), b i e n  que l a  v i t e s s e  

d ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e  s o i t  supér ieu re .  Il e s t  p robab le  que c e t t e  

chu te  d ' a c t i v i t é  s o i t  due aux q u a n t i t é s  de c e l l u l o s e  r é s i d u e l l e s  p l u s  

impo r tan tes .  NG e t  a l .  (1977)  o n t  en e f f e t  montré  que l e s  c e l l u l a s e s  de 



C. thermoce l lum o n t  une grande a f f i n i t é  pour  l a  c e l l u l o s e  : 50% de - 
l ' a c t i v i t é  t o t a l e  de f i n  de c u l t u r e  e s t  adsorbée p a r  seulement 500 mg 

de c e l l u l o s e .  

E.- DISCUSSION - CONCLUSIONS - - 

C. thermoce l lum e s t  a c t u e l l e m e n t  une espèce b a c t é r i e n n e  d é f i n i e  - 
comme fe rmen tan t  ac t i vemen t  l a  c e l l u l o s e  e t  l e  c e l l o b i o s e  en p r o d u i s a n t  

un c o l o r a n t  jaune-orangé l i p o s o l u b l e  (Mc BEE, 1950; NG e t  a l . ,  1977).  

Cependant, l ' ensemb le  des études que nous avons e f f e c t u é e s  sur  l e s  

d i f f é r e n t s  i s o l a t s  de C. the rmoce l lum o n t  permis  de m e t t r e  en év idence  

de nombreuses v a r i a t i o n s  au s e i n  de cetïze espèce, t a n t  s u r  l e  p l an  

morpholog ique que f e r m e n t a i r e  e t  enzymatique. 

l Du p o i n t  de vue morpholog ie ,  nous n 'avons  j ama i s  observé de 

longues  formes f i l amen teuses ,  c o n t r a i r e m e n t  aux d e s c r i p t i o n s  de NG e t  

a l .  (1977) e t  ZEIKUS (1979) .  

l La f e r m e n t a t i o n  des oses (g l ucose  e t  f r u c t o s e  en p a r t i c u l i e r )  p a r  

C. the rmoce l lum r e s t e  t r è s  con t roversée .  C e t t e  p r o p r i é t é  s e m b l a i t  - 
é t r o i t e m e n t  c o n d i t i o n n é e  p a r  l a  présence de f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  

d ' e x t r a i t  de l e v u r e  (PATNI e t  ALEXANDER, 1977 a  e t  b )  , ou due à une 

l e n t e  a d a p t a t i o n  des souches (NG e t  ZEIKUS, 1982). Nous ne l ' a v o n s  pas 

l observée au cou rs  de nos e s s a i s  chez l a  m a j o r i t é  des  i s o l a t s .  Seule une 

souche s ' e s t  r é e l l e m e n t  adaptée s u r  g lucose e t  f r u c t o s e  ( l a  souche N 

213 22).  C e t t e  a d a p t a t i o n  n ' a  é t é  p o s s i b l e  qu 'à une tempéra tu re  

d ' i n c u b a t i o n  de 60°C, à 65OC aucune c ro i ssance  des souches n ' ayan t  é t é  

1 observée. L ' i n d u c t i o n  des enzymes responsab les  ne se f a i t  donc pas dans 

l e s  c o n d i t i o n s  o p t i m a l e s  de c ro i ssance  de C. t h e  rmoce l l um.  PATNI e t  

ALEXANDER (1977 a  e t  b ) ,  au cou rs  de l e u r s  t r avaux ,  o n t  m i s  en év i dence  

l a  présence de ces  enzymes chez des souches de C. thermocel lum - 
c u l t i v é e s  à 50 e t  55OC. De f a i b l e s  tempéra tu res  s e r a i e n t  a l o r s  

nécessa i r es  à l ' i n d u c t i o n  des g lucok inases ,  en présence de glucose, e t  

des PEP f r u c t o s e  phosphot r ans fé rase  e t  f r u c t o s e  I F  k inase ,  en présence 

I de f r u c t o s e .  

Au c o u r s  de l ' é t u d e  de l a  dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  p a r  l a  

souche TC Il, nous avons obtenu une accumula t ion  de sucres dès que l e  

pH é t a i t  i n f é r i e u r  à 7,O. Le système c e l l u l a s i q u e  e x t r a c e l l u l a i r e  de C. - 
thermoce l lum a  en e f f e t  une a c t i v i t é  o p t i m a l e  à pH ac i de :  de pH 5,O à 



pH 6,O (NG e t  a l . ,  1977 ; AIT e t  a l . ,  1982 ; PETRE e t  a l . ,  1982 ; NG e t  

ZEIKUS, 1981 a ) .  Les suc res  accumulés en f i n  de c u l t u r e  son t  

e s s e n t i e l l e m e n t  du g l ucose  e t  du c e l l o b i o s e  (GORDON e t  a l . ,  1978 ; NG 

e t  ZEIKUS, 19821, e t  e n v i r o n  40% du s u b s t r a t  s 'accumulent ,  l o r s q u e  l e  

pH n ' e s t  pas r é g u l é ,  sans q u ' i l  y  a i t  i n h i b i t i o n  des c e l l u l a s e s ,  ce q u i  

c o n f i r m e  l e s  r é s u l t a t s  obtenus p a r  NG e t  a l .  (1977).  

Les a c t i v i t é s  endo e t  exo-glucanasiques re t r ouvées  en f i n  de 

c u l t u r e  r e s t e n t  s t a b l e s  dans l e  m i l i e u .  NG e t  a l .  (1977)  n ' obse rven t  en 

e f f e t  pas d '  a c t i v i t é s  p r o t é o l y t i q u e s  chez C. thermocel lum.  Nous n '  avons 

pas dosé l ' a c t i v i t é  R g l ucos idas ique  dans nos surnageants.  C e t t e  enzyme 

e s t  en e f f e t  l o c a l i s é e  dans l ' e s p a c e  pé r i p l asm ique  des c e l l u l e s  ( A I T  e t  

a l . ,  1982) e t  t r è s  peu d é t e c t a b l e  dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  (NG e t  a l . ,  

1977). 

Les p rem ie r s  r é s u l t a t s  obtenus au l a b o r a t o i r e  p a r  B. PRIEM e t  P. 

DEBEIRE, i n d i q u e n t  d  ' a u t r e  p a r t  des d i f f é r e n c e s  impo r tan tes  dans l e  

système ce  l l u l a s i q u e  de l a  souche TC 11, comparat ivement  aux r é s u l t a t s  

p u b l i é s  s u r  C. thermocel lum. En p a r t i c u l i e r ,  l a  p u r i f i c a t i o n  des - 
h y d r o l a s e s  de l a  souche TC Il l a i s s e  supposer l ' e x c r 6 t i o n  par  c e t t e  

souche de p r o t é i n e s  de bas  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  LAMED e t  a l .  (19831, p a r  

c o n t r e ,  o n t  m i s  en év idence  chez p l u s i e u r e s  souches de C. thermocel lum - 
un complexe enzymatique de t r è s  hau t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  ( s u p é r i e u r  à 200 

K d a l t o  ns 1. 

L a  souche TC 11 adhère fermement aux f i b r e s  de c e l l u l o s e ,  e t  

d ' ap rès  nos  o b s e r v a t i o n s  c e t  a t tachement  se f e r a i t  pa r  1' i n t e  r m é d i a i î e  

d 'un  pédoncule  s i t u é  à l ' e x t r é m i t é  opposée à l a  spore. BAYER e t  a l .  

(1983)  o n t  récemment é t u d i é  l ' a t t a c h e m e n t  de C. thermocel lum,  m i s  ces  - 
auteu rs  ne ment ionnent  pas  de c a r a c t é r i s t i q u e s  morpholog iques p rop res  à 

c e t t e  espèce bac té r i enne  e t  responsab le  de l ' a t t a c h e m e n t  des c e l l u l e s  

su r  l e s  f i b r e s  de c e l l u l o s e .  De t o u s  r é c e n t s  t r avaux  (LJUNDHAHL e t  a l . ,  

1983) o n t  d ' a u t r e  p a r t  m i s  en év idence  que l e  c o l o r a n t  jaune  p r o d u i t  

pa r  C. the rmoce l lum i n t e r v i e n t  dans l a  c e l l u l o l y s e  comme f a c t e u r  - 
d ' a f f i n i t é  pe rme t t an t  l ' a t t a c h e m e n t  des enzymes, e t  probablement des 

b a c i l l e s .  C e r t a i n s  de nos i s o l a t s  ne p r o d u i s e n t  pas ce c o l o r a n t ,  au 

c o u r s  de l e u r  c ro i ssance  sur  c e l l u l o s e  ou c e l l o b i o s e ,  e t  nous n'avons 

Pas observé de r e l a t i o n s  e n t r e  l a  v i t e s s e  de c r o i s s a n c e  des souches e t  

l ' é x c r é t i o n  de ce pigment.  



I Malgré t o u t e s  l e s  v a r i a t i o n s  que nous avons pu observer  au s e i n  de 

c e t t e  espèce bactér ienne,  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus par  

l ' é t u d e  é lec t rophoré t i que  des pro té ines ,  sur  g e l  de po lyacr i lamine,  

1 permet tent  de cons ta te r  une homogénéité dans l e  groupe des d i f f é r e n t s  

b io types  de C. thermocellum. - 
Ce t r a v a i l  de d i f f é r e n c i a t i o n  des b io types  de 5 thermocellum 

s e r a i t  donc à poursu iv re  d'une p a r t  en a f f i n a n t  la sépara t i on  des 

p ro té ines  bactér iennes,  d ' a u t r e  p a r t ,  par  l ' é t u d e  p l u s  f i n e  des 

systèmes hyd ro l y t i ques  des d i f f é r e n t e s  souches ex is tan tes .  



III,- ETUM ûE DEUX SOUCHES XYLANOLYTIQlJES MERMOPHILES : CLOSTRIDIUM 

SP TC 21 ET TX 41 

C l o s t r i d i u m  sp. TC 21 e t  C l o s t r i d i u m  sp. TX 41 o n t  é t é  i s o l é e s  

respec t i vemen t  de f u m i e r  de b o v i n  (écosystème I V )  e t  d 'un d i g e s t e u r  de 

l e n t i l l e s  d '  eau (écosystème 1 1. 

A.- COLONIES ET MORPHOLOGIE 

Sur m i l i e u  gé losé  au xy lane ,  l e s  souches TC 21 e t  TX 41 f o rmen t  

des c o l o n i e s  de 1 mm de d iamèt re ,  en t r o i s  j o u r s ,  en tourées  d ' une  zone 

c l a i r e  de l y s e .  Sur m i l i e u  au  c e l l o b i o s e ,  c e s  c o l o n i e s  s o n t  p l u s  

g rosses  (1,O-1,5 mm de d i amè t re  en 48 h  1. Morphologiquement ces  

c o l o n i e s  son t  rondes, e t  non  pigmentées, à l ' e x c e p t i o n  de c e l l e s  de l a  

souche TX 41 q u i  o n t  un b o r d  i r r é g u l i e r .  De p l u s  l e s  c o l o n i e s  formées 

pa r  l a  souche TC 21 s u r  m i l i e u  gé losé  à l a  c e l l u l o s e  s o n t  t r è s  p e t i t e s  

e t  ne dépassent pas 0,2-0,4 mm de d iamèt re ,  en 15 j o u r s .  

Les c e l l u l e s  v é g é t a t i v e s  son t  d e s  b a c i l l e s  d r o i t s  ou légèrement  

i n c u r v é s  ( f i g u r e  37).  L a  souche TX 41 e s t  p l u s  a l l o n g é e  (3,4-4,5 P m  x 

0,3-0,4,pm) que l a  souche TC 21  (1,8-2,O x 0,3-0,4 ym) .  C e t t e  d e r n i è r e  

n ' e s t  pas m o b i l e  e t  ap rès  c o l o r a t i o n  néga t i ve ,  nous n 'avons pas observé 

de f l a g e l l e s  n i  de f i m b r i a e .  L a  souche TX 41 p a r  c o n t r e  e s t  m o b i l e  e t  à 

f l a g e l l a t i o n  p é r i t r i c h e  ( f i g u r e  38).  

Ces b a c i l l e s  ne p rennen t  pas l a  c o l o r a t i o n  de GRAM e t  l e  t e s t  au 

KOH de GREGERSEN (1978)  donne des r é s u l t a t s  p o s i t i f s .  T o u t e f o i s ,  l e s  

coupes u l t r a f i n e s  en m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  ne m e t t e n t  pas  en 

év idence  de membrane e x t e r n e  chez c e s  deux i s o l a t s  ( f i g u r e  39). La 

p a r o i  de ces b a c t é r i e s  a  une épa i sseu r  de 28 nm e t  après f r e e z e - e t c h i n g  

e t  c o l o r a t i o n  néga t i ve ,  l a  s u r f a c e  de c e t t e  p a r o i  mont re  un arrangement 

t é t r a g o n a l  des p r o t é i n e s  ( f i g u r e  40) .  

Pendant l a  s p o r u l a t i o n  l e s  c e l l u l e s  i n d i v i d u e l l e s  s ' a l l o n g e n t  

j usqu 'à 7 ?m. Les spores a p p a r a i s s e n t  fréquemment s u r  m i l i e u  gé losé e t  

pendant  l a  phase s t a t i o n n a i r e  de c ro i ssance  en m i l i e u  l i q u i d e .  Ces 



FIGURE no 37 - PHOTOGRAPHIE EN CONTRASTE DE PHASE DE LA SOUCHE TX 4 1  - 
( - 1  est équivaeent à IOp 

FIGURE no 38 - COLORATION NEGATIVE DE CELLULES DE CLOSTRIDIUM SP. TX 4 1  - 

FIGURE no 39 - COUPE ULTRA-FINE DE LA SOUCHE TC 2 1  - 
C.M. : menbnanne cy-tophmique; C.W. : pano-i; [- ) équivaLLt O, l p. 
6.Q. 3 a )  n o t a  L'appmence m W  ~eLLieeeA de lu panai 

a i g .  3 6 )  n o t a  L'arrnavzgement néguRia d a  p k o t é h u  de sw~dace 

FIGURE no 40 -;MICROGRAPHIE DE LA PAROI DE LA SOUCHE TC 2 1  PREPRREE PAR 

FREEZE ETCHING - (0 ) :  0,1 ,LM* 

FIGURE n0'41 - MICROGRAPHIE DE L'ENDOSPORE DE LA SOUCHE TC 2 1  - 
C.W.: panai; C.Y.: cytophme; S.C: cokpa de & dpone; G.C.W.: partçri de la spone 

C.A. : cohtex; O.S.M. : menbume eX;DLe,ne. de la s p o a .  I-) : 0,OSp 

FIGURE no 42 - MICROGRAPHIE DE I;A SPORE DE LA SOUCHE TC 2 1  PREPAREE PAR 

FREEZE ETCHING - 

FIGURE no 43 - PROFIL ELECTROPHORETIQUES DES PROTEINES DES CLOSTRIDIA 
THERMOPHILES - 
( 7 1 C. ;thmohych~uR~u~-Lcwn; ( 2 ) C. ;thmo~acchahaLy;eicwn; 
( 3 )  C. ;thmohuXcwn T X  41; ( 4 )  C. themo~c;ticum T C  27; 

(5) C. a i t a c o U ;  ( 6 )  C. t h ~ o c W .  

L a  poicb m o Q é c U a  sont expniméb en Kd&ons. 
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spores s o n t  rondes ou légèrement  ova les ,  dgformantes e t  t e r m i n a l e s  

( f i g u r e  41 ) . Par  f r e e z e - e t c h i n g ,  nous observons un arrangement 

p a r r a l l è l e  des p r o t é i n e s  à l a  s u r f a c e  de l a  spore ( f i g u r e  42) .  

La compos i t i on  en base de l'A.D.N. de C l o s t r i d i u m  sp. TC 21 e t  TX - 
41 e s t  r espec t i vemen t  de 42,3 e t  40,9 % moles GkC. 

B.- ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES CELLULAIRES -- - 

L ' é t u d e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  des p r o t é i n e s  c e l l u l a i r e s  des souches TC 

21 e t  TX 41 l e s  d i f f é r e n c i e  ne t tement  des a u t r e s  C l o s t r i d i a  

t he rmoph i l es  : C. the rmoce l lum DSM 1237, C. s t e r c o r a r i u m ,  C. - - 
ther rnosaccharo ly t i cum DSM 571 e t  - C. t he rmohyd rosu l f u r i cum DSM 567 

( f i g u r e  43).  Tous c e s  C l o s t r i d i a  p r é s e n t e n t  des p r o t é i n e s  communes en 

p a r t i c u l i e r  de 150  e t  65 Kda l tons .  T o u t e f o i s '  l e u r  p r o f  il p r o t é i q u e  l u  

par  dens i tomét  r i e  ( f i g u r e  44)  met en év idence  des d i f f é r e n c e s  n o t a b l e s  

e n t r e  c e s  d i f f é r e n t e s  b a c t é r i e s  séparan t  a i n s i  l e  groupe TC 21 e t  TX 41 

des a u t r e s  C l o s t r i d i a  connus. En p a r t i c u l i e r  ces nouveaux i s o l a t s  o n t  

des p r o t é i n e s  de 200 Kda l t ons  m i s  ne possèdent pas de p r o t é i n e s  de 180 

e t  80 Kda l tons .  Le p r o f i l  p r o t é i q u e  des souches TC 21 e t  TX 41 e s t  t r è s  

v o i s i n ,  seu les  de l é g è r e s  d i f f é r e n c e s  son t  observées s u r t o u t  dans l e s  

bandes de 27 e t  20 Kda l tons .  

Ca- CROISSANCE ET BESOINS NUTRITIONNELS 

L 'opt imum de tempéra tu re  de c ro i ssance  e s t  de 60-65OC ( f i g u r e  45) 

e t  l a  c r o i s s a n c e  a  l i e u  de 50°C ( tempéra tu re  m in ima le )  à 70°C 

( t empé ra tu re  maximale).  

Le pH optimum de c r o i s s a n c e  e s t  de 7,O-7,2 ( f i g u r e  46) e t  aucune 

c ro i ssance  n ' e s t  obtenue s i  l e  pH e s t  i n f é r i e u r  à 6,6 ou supé r i eu r  à 

7,6. 

Les souches TC 21 e t  TX 41 son t  capab les  d '  u t i l i s e r  une grande 

v a r i é t é  de sources de carbone ( t a b l e a u  28) d o n t  l e  xy lane  e t  l ' a m i d o ~ ,  

l a  souche TC 21, d ' a u t r e  p a r t ,  fe rmente  len tement  l a  c e l l u l o s e .  
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FIGURE no 45 - CROISSANCE DE C. THERMO- 
LACTICUM EN FONCTION DE LA TEMPERATURE 

Le Log du ltaux de ct~ohdance ( 7 /Q; 
Zd = temps de .doubLeme&) e4;t e x e é  
ut dondon de I / T  (en ' K I  
( ) douche T C  2 7 ; ( ) bouche T X  4 7 

'IGURE no 44 - PROFIL ELECTROPHORETIQUE 
>ES PROTEINES BACTERIENNES lu par 
knsitométrie - 
L: C. aXw.cohaniwn; 8: C. . themo~cticum 
,ouche T C  2 1 ;  C: C. ;thmoce.iXum 

'en poL& moLécWed  d o &  en. Kd&ovlb 

FIGURE no 46 - INFLUENCE DU pH SUR 
CEïTAUX DE CROISSANCE DE C. THERMO- 
LACTICUM - 

4 ( 1 douche T C  2 1 ; ( A ) aouche TX 4 1 
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N i  l ' e x t r a i t  de levure ,  n i  l e s  hyd ro l ysa ts  de caséine ne 

permet tent  l a  c ro issance sans l e  suppor t  d 'un s u b s t r a t  carboné. Ces 

deux i s o l a t s  peuvent u t i l i s e r  l e s  hyd ro l ysa ts  de caséine comme source 

d'azote, mais seulement en présence de v i tamines.  L ' e x t r a i t  de l e v u r e  

par  con t re  s e r t  à l a  f o i s  de source d 'azo te  e t  de v i tamines.  Des 

concent ra t ions  c ro i ssan tes  d ' e x t r a i t  de l e v u r e  f a v o r i s e n t  l a  c ro issance 

de ces souches ( f i g u r e s  47 e t  48). M i s  une concen t ra t i on  de 0,5 g / l  

seulement permet un bon développement de ces i s o l a t s ,  e t  au cours de 

nos études, nous avbns généralement u t i l i s é  c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  en 

e x t r a i t  de levure .  De même que l a  cro issance,  l ' h y d r o l y s e  de l a  

c e l l u l o s e  e s t  favor isée par  des q u a n t i t é s  d ' e x t r a i t  de l e v u r e  p lus  

importantes : jusqu 'à 4 g / l  ( t ab leau  29). Même en présence de 

v i tamines ,  ces deux i s o l a t s  ne peuvent u t i l i s e r  l e  c h l o r u r e  d'ammonium 

comme source d 'azote.  

Les s u l f a t e s ,  l e  t h i o s u l f a t e  e t  l e  s u l f i t e  ne s o n t  pas r é d u i t s  en 

H  S. Les n i t r a t e s  ne son t  pas r é d u i t s ,  e t  cont ra i rement  à l ' e s c u l i n e ,  2 
n i  l a  g é l a t i n e  n i  l ' u r é e  ne sont  hydrolysées. 

O .- CINETIQUES - BILANS DE FERMENTATION - PAR - CLOSTRIDIUM SP. - 

D.1.- Fermentat ion du glucose e t  du xylose: 

A pH non régulé:  sur  ces deux subs t ra t s  l a  fe rmen ta t i on  

débute après un temps de l a tence  de 30 h ( xy lose)  e t  48 h  (g lucose)  

( f i g u r e s  49 e t  50)  e t  se t r a d u i t  pa r  une product ion  de l a c t a t e  avec un 

rendement de 1,68 moles/mole de glucose fermentée e t  1,32 moles/ mole 

de xy lose fermentée ( tab leau  30).  Ce t te  souche ne p r o d u i t  que du L(-) 

l a c t a t e ,  nous n'avons en e f f e t  pas observé de O(+) l a c t a t e  par  

u t i l i s a t i o n  successive de L( -) e t  D( +) l a c t a t e  déshydrogénase, se lon l a  

méthode de BOERHINGER. 

L ' u t i l i s a t i o n  de ces deux subs t ra t s  e s t  l e n t e  e t  seulement 39% du 

glucose e t  29% du xylose i n i t i a l s  sont  fermentés. C e t t e  souche fermente 

t o u t e f o i s  p l u s  rapidement l e  glucose (Vmax = 96 mg / l / h )  que l e  xy lose 

(Vmax = 70,4 mg/ l /h) .  Cet i s o l a t  i nco rpo re  l e  s u b s t r a t  carboné en début 

de cro issance,  e t  après l y s e  bac tér ienne il y a  re larguage,  dans l e  

m i l i e u ,  des sucres non fermentés. 39% du xy lose u t i l i s é  par l a  souche 
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TC 21 sont a i n s i  incorporés  sans ê t r e  métabol isés, par  con t re  sur 

glucose, il n ' y  a  re larguage en f i n  de c u l t u r e  que de 8% du sucre 

u t  il i s é  . 

A pH régu lé :  l a  f e rmen ta t i on  du glucose ( 5  g / l )  e s t  p lus  

r a p i d e  e t  l a  v i t e s s e  maximale de d i s p a r i t i o n  du sucre e s t  de 1,18 

g / l / h .  L ' i n c o r p o r a t i o n  de ce s u b s t r a t  e s t  rap ide  : à 5 h. de c u l t u r e  

5,25 g / l  de glucose o n t  é t é  consomnés dont  92% sont i nco rpo rés  dans l e s  

c e l l u l e s  bac tér iennes e t  seulement 8% fermentés ( f i g u r e  51).  Ce 

s u b s t r a t  incorporé  e s t  e n s u i t e  métabol isé progressivement e t  au maximun 

de 0.0. observé ( à  9  h. de c u l t u r e ) ,  seulement 22% du glucose r e s t e n t  

incorporés  dans l e s  c e l l u l e s .  La fe rmen ta t i on  se f a i t  a l o r s  en deux 

étapes.Pendant l a  phase e x p o n e n t i e l l e  de cro issance,  l e  l a c t a t e  e s t  l e  

p r i n c i p a l  m é t a b o l i t e  formé. Par con t re ,  au moment de l a  l y s e  

bactér ienne,  il y a re la rguage de glucose (1,2 g / l )  ; l e  g lucose t o t a l  

d i s p o n i b l e  (1,36 g / l )  e s t  a l o r s  i n s u f f i s a n t  par  r a p p o r t  à l a  masse 

bactér ienne,  l e s  c e l l u l e s  se r e t r o u v e n t  en l i m i t a t i o n  de subs t ra t ,  e t  

l e u r  métabolisme e s t  a l o r s  dév ié  vers l a  p roduct ion  d ' é t h a n o l  aux 

dépends de c e l l e  d ' a c é t a t e  e t  de l a c t a t e .  

D.2.- ~ e r m e n t a t i o n  de l 'amidon e t  du xv lane : 

A pH non régulé:  ( f i g u r e s  52 e t  53) cont ra i rement  à l a  

fe rmen ta t i on  du glucose e t  du xylose, c e l l e  de l 'amidon e t  du xylane 

débute après un temps de l a t e n c e  c o u r t  d ' e n v i r o n  6 h.. Sur ces  deux 

polymères, l e s  c e l l u l e s  bactér iennes n ' i nco rpo ren t  pas l e  s u b s t r a t ,  e t  

l e s  v i t e s s e s  maximales de dégradat ion  de l 'amidon e t  du xy lane sont  

respect ivement  de 96,2 e t  129,2 mg/l/h. S i  c e t t e  v i t e s s e  sur  amidon e s t  

i d e n t i q u e  à c e l l e  sur glucose, à l ' i n v e r s e ,  l a  v i t e s s e  d ' u t i l i s a t i o n  du 

xylane e s t  1,8 f o i s  p l u s  élevée que c e l l e  d ' u t i l i s a t i o n  du xy lose 

( t a b l e a u  30). Durant l e s  premières heures de c u l t u r e ,  l a  souche TC 21 

ne p r o d u i t  que de l ' a c é t a t e  e t  de l ' é t h a n o l ,  l a  p roduct ion  de l a c t a t e  

ne débutant  qu 'après 24 h. de c u l t u r e .  Ce t te  p roduc t i on  de l a c t a t e  e s t  

p l u s  f a i b l e  que sur  sucres s imp les  e t  se t r a d u i t  par  un rendement de 

1,3 moles/mole d ' é q u i v a l e n t  glucose fermentée sur amidon, e t  de 1,07 

moles/mole d ' é q u i v a l e n t  xy lose fermentée sur xylane. 
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A pH r é g u l é  (pH 7,O): l ' h y d r o l y s e  du xy lane  commence dès l e s  

p remiè res  heures de c u l t u r e  ( f i g u r e  54) e t  se t r a d u i t  p a r  une 

accumula t ion  de suc res  ( j u s q u l à  2,5 9/11, Duran t  c e s  p rem iè res  heures,  

l a  f e r m e n t a t i o n  e s t  l e n t e  e t  de t y p e  m ix te ,  avec e s s e n t i e l l e m e n t  une 

p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l .  Lorsque l a  q u a n t i t é  de suc res  accumulés e s t  

s u f f i s a n t e  pou r  p e r m e t t r e  un développement r a p i d e  des c e l l u l e s  

bac té r i ennes ,  l a  f e r m e n t a t i o n  du xy l ane  d e v i e n t  a l o r s  quas iment  de t y p e  

homolact ique.  Le rendement en l a c t a t e  e s t  de 1,38 moles/mole 

d '  é q u i v a l e n t  xy l ose  fermentée ( t a b l e a u  31 ) . 
L a  souche TC 21 h y d r o l y s e  t o t a l e m e n t  l ' am idon  mais  n ' e n  fermente 

p a r  c o n t r e  que 55% ( 10  g / l  i n i t i a u x  1, 45% de l ' am idon  se r e t r o u v e n t  

a i n s i  h y d r o l y s é s  sous forme de sucres  après 125 h  de c u l t u r e  ( f i g u r e  

55).  Dans ces  c o n d i t i o n s ,  l e  rendement en l a c t a t e  e s t  de 1,46 

moles/mole fermentée ( t a b l e a u  31 ) .  Les suc res  accumul6s au c o u r s  de 

c e t t e  f e r m e n t a t i o n  s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  du g lucose  (go%), l e  ma l tose  e t  

l e s  amy lodex t r i nes  appa ra i ssan t  seulement en f a i b l e s  q u a n t i t é s .  

0.3.- Fe rmen ta t i on  de l a  c e l l u l o s e  

L a  f e r m e n t a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  à pH non r é g u l é  e s t  t r è s  

l e n t e  e t  seulement 15 à 30% de l a  c e l l u l o s e  son t  dégradés en 15 j o u r s  

de c u l t u r e  ( t a b l e a u  29). 

A pH r é g u l é  (pH ?,O), l a  f e r m e n t a t i o n  débu te  après un temps de 

l a t e n c e  de 15 h. e t  se t r a d u i t  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  une p r o d u c t i o n  

d ' é t h a n o l  e t  d ' a c é t a t e  ( f i g u r e  56 e t  t a b l e a u  31 1. Sur ce s u b s t r a t ,  l a  

q u a n t i t é  de l a c t a t e  formé e s t  n é g l i g e a b l e  ( 2  mM). L ' a c t i v i t é  

c e l l u l a s i q u e  de c e t t e  souche é t a n t  f a i b l e ,  l e s  c e l l u l e s  se r e t r o u v e n t  

en s u b s t r a t  l i m i t a n t  e t  dans ces  c o n d i t i o n s ,  l e u r  métabol isme e s t  

d i r i g é  v e r s  l a  p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l .  Le rendement en é t h a n o l  e s t  a l o r s  

de 1,12 moles/mole d ' é q u i v a l e n t  anhydrog lucose fermentée.  Con t ra i r emen t  

à C. thermocel lurn  TC Il, l a  v i t e s s e  de d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  p a r  - 
c e t t e  souche ne r e s t e  c o n s t a n t e  que su r  10% d ' h y d r o l y s e ,  e t  c e t t e  

c e l l u l o l y s e  se b loque  t r è s  rap idement  ( f i g u r e  57 ) .  
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E.- CINETIQUES ET BILANS DE FERMENTATION PAR CLOSTRIDIUM SP. TX 41 - - - - --- 

E.1.- Fe rmen ta t i on  du g lucose  e t  du xy lose :  

A pH non régu lé ,  l a  f e r m e n t a t i o n  de ces  deux s u b s t r a t s  se 

f a i t  ap rès  un temps de l a t e n c e  c o u r t  de 6  h  ( f i g u r e s  58 e t  59) .  Duran t  

l e s  p remiè res  heures de c u l t u r e ,  l a  f e rmen ta t i on  e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  de 

t y p e  m i x t e  avec une p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l  e t  d ' a c é t a t e .  Con t ra i rement  à 

l a  souche TC 21, l a  souche TX 41 n ' i n c o r p o r e  pas de sucre,  l a  

f e rmen ta t i on  e s t  p l u s  r a p i d e  e t  l e s  v i t e s s e s  maximales d ' u t i l i s a t i o n  du  

g lucose  e t  du xy l ose  p a r  c e t t e  souche son t  r espec t i vemen t  de 114 e t  

131 mg/ l /h.  L ' a p p a r i t i o n  du l a c t a t e  e s t  r a p i d e  e t  se f a i t  dès que l e  pH 

e s t  i n f é r i e u r  à 6,8. L e  rendement en l a c t a t e  e s t  de 1,8  moles/mole de 

g lucose  fermentée e t  de 1,3 moles/mole de x y l o s e  fermentée ( t a b l e a u  

32). De même que l a  souche TC 21, c e t  i s o l a t  ne p r o d u i t  que du L(-) 

l a c t a t e .  

E.2 .- Fermen ta t i on  de l ' amidon :  

Con t ra i r emen t  à l a  souche TC 21, l a  souche TX 41 fe rmente  

p l u s  complètement l ' a m i d o n  à pH r é g u l é  ou non r é g u l é ,  e t  seulement 25% 

se r e t r o u v e n t  h y d r o l y s é s  sous forme de g lucose  non m é t a b o l i s é  en 725 h 

( f i g u r e  61 1 .  C e t t e  f e r m e n t a t i o n  se t r a d u i t  p a r  un rendement en l a c t a t e  

de 1,6 e t  1,73 moles/mole d ' é q u i v a l e n t  g lucose fermentée.  B i e n  que 

c e t t e  f e r m e n t a t i o n  s o i t  p l u s  complète ,  e l l e  se f a i t  avec une v i t e s s e  

p l u s  l e n t e  que c e l l e  de l a  souche TC 21. 

F.- DISCUSSION - CONCLUSIONS 

Dans c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  de c u l t u r e ,  l e s  souches TC 21  e t  TX 41 

o n t  un métabol isme de t y p e  homolac t ique  sur  hexoses comme s u r  pentoses. 

L a  f e r m e n t a t i o n  l a c t i q u e  e s t  r é a l i s é e  p a r  un g rand  nombre de 

microorganismes appa r t enan t  aux genres L a c t o b a c i l l u s ,  S t rep tococcus ,  

Bac i l l u s  e t  S p o r o l a c t o b a c i l l u s  ( WELE, 1975; STAMER, 1979). Parmi c e s  

genres  s e u l s  l e s  deux d e r n i e r s  ( S p o r o l a c t o b a c i l l u s  e t  B a c i l l u s )  son t  

spo ru l és ,  t o u t e f o i s  i l s  son t  c a r a c t é r i s é s  par  un t y p e  r e s p i r a t o i r e  

anaérob ie  f a l c u t a t i f  ou m i c r o a é r o p h i l e  (NORRIS e t  a l . ,  1981 ; KITAHARA 

e t  SUZUKI, 1963).  A  n o t r e  connaissance,  aucune b a c t é r i e  anaérob ie  



l 
l 

FIGURE no 60 - FIGURE no 61 - 
CINETIQUES DE FERMENTATION DE L'AMIDON PAR LA SOUCHE TX 41, A pH NON REGULE ( f i g .  60) 
et A pH REGULE ( f i g .  61) 



s t r i c t e  du genre C l o s t r i d i u m  n ' a  é t é  d é c r i t e  pour  son métabol isme 

homolact ique,  Ces nouveaux i s o l a t s  se d i s t i n g u e n t  a l o r s  des C l o s t r i d i a  

t he rmoph i l es  d é j a  d é c r i t s  à l a  f o i s  p a r  l e u r  métabol isme e t  l e u r s  

c a p a c i t é s  fermen t a i r e s  : C. the rmoce l lu laseum (ENEBO, 1951 ; LEE e t  - 
BLACKBURN, 1975) f e rmen t  l e  s o r b i t o l ,  l ' i n o s i t o l  e t  l ' a r a b i n o s e  mais 

pas l e  mé l i b i ose .  D e . p l u s  c e t t e  b a c t é r i e  p r o d u i t  un p igment  orangé e t  

du  succ ina te .  C. thermocel lum,  l ' e spèce  c e l l u l o l y t i q u e  anaérob ie  l a  - 
p l u s  a c t i v e  p r o d u i t  a u s s i  un pigment jaune-orangé e t  son s p e c t r e  de 

f e r m e n t a t i o n  e s t  l i m i t é  à l a  ce:lulose e t  au c e l l o b i o s e  (Mc BEE, 1957; 

NG e t  a l . ,  1977). C. s t e r c o r a r i u m  e s t  une b a c t é r i e  mob i le ,  ne - 
fermen tan t  pas l e  f r u c t o s e ,  l e  m é l i b i o s e  e t  l e  r a f f i n o s e ,  mais  

u t i l i s a n t  l ' a r a b i n o s e  e t  l e  m é l é z i t o s e  (MADDEN, 1983) .  C. - 
thermosaccharo ly t i cum (HOLLAUS e t  SLEYTR, 19721, 5 
t he rmohyd rosu l f u r i cum (WIEGEL e t  a l . ,  1979) e t  C. the rmosu l fu rogenes  - 
(SCHINK e t  ZEIKUS, 1983) ne f e rmen ten t  n i  l a  c e l l u l o s e  n i  l e  xy lane,  e t  

p r o d u i s e n t  de 1 ' H  S  en q u a n t i t é s  p l u s  ou moins i m p o r t a n t e s  à p a r t i r  du 
2 

t h i o s u l f a t e  e t  des s u l f i t e s .  

A  l ' e x c e p t i o n  de C. the rmosaccharo ly t i cu rn  q u i  p r o d u i t  en p l u s  du - 
b u t y r a t e ,  l ' ensemb le  de ces  C l o s t r i d i a  a  un métabol isme l i m i t é  à l a  

p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e ,  d ' é t h a n o l  e t  d1H2/CO2, l e  l a c t a t e  é t a n t  t o u j o u r s  

un  m é t a b o l i t e  secondai re .  

C a  compos i t i on  en base de ces deux i s o l a t s  (40,9 - 42 % G+C) e s t  

peu d i f f é r e n t e  de c e l l e  de C. the rmoce l lum e t  C. s t e r c o r a r i u m  (39% G+C, - - 
GOTTSCHALK e t  a l . ,  1981 ; MADDEN, 1983).  Par c o n t r e ,  l a  d i f f é r e n c e  avec 

C. the rmosaccharo ly t i cum,  C. t he rmohyd rosu l f u r i cum e t  C. - - - 
t h e ~ m o s u l f u r o g e n e s  (29-36% G+C, GOTTSCHALK e t  s l . ,  1981 ; SCHINK e t  

ZEIWS, 1983) e s t  s i g n i f i c a t i v e  

Chez l e s  souches TC 21  e t  TX 41, nous avons obtenu un p l a t e a u  de 

c ro i ssance  e n t r e  60 e t  55OC (souche TC 21)  e t  e n t r e  70 e t  65OC (souche 

TX 41 1. Il e s t  p robab le  que ces  p l a teaux  s o i e n t  dus à l a  synthèse de 

p r o t é i n e s  d i f f é r e n t e s  en f o n c t i o n  de l a  tempéra tu re  de c ro issance .  

C e t t e  synthèse de novo a  é t é  montrée chez C. the rmohydrosu l fu r i cum 

(LJUNGDHAL e t  a l . ,  1981). 

A  une même tempéra tu re  d ' i n c u b a t i o n  e t  su r  un même m i l i e u  de 

c u l t u r e ,  ces  deux souches p résen ten t  des p r o f i l s  p r o t é i q u e s  

é l e c t r o p h o r é t i q u e s  s i m i l a i r e s ,  se d i f f é r e n c i a n t  ne t tement  des a u t r e s  

C l o s t r i d i a .  



Malgré l e s  v a r i a t i o n s  morpholog iques e t  p h y s i o l o g i q u e s  observées 

e n t r e  c e s  deux i s o l a t s ,  nous cons idérons  qu 'il s ' a g i t  d 'une  même espèce 

n o u v e l l e ,  pou r  l a q u e l l e  nous proposons l e  nom : C l o s t r i d i u m  

the rmo lac t  icum. 

Ces souches ne p r o d u i s e n t  que du L ( - 1  l a c t a t e .  Cet isomere e s t  

r e t r o u v é  chez l a  p l u p a r t  des b a c t é r i e s  t he rmoph i l es  anas rob ies  : 

Thermoanaerobium b r o c k i i  (LAMED e t  ZEIKUS, 1980) ,  C. - 
therrnohydrosu l fur icum (WIEGEL e t  a l . ,  1979) e t  a é r o b i e s  : Thermus 

c a l d o p h i l u s  (TAGUCHI e t  a l . ,  1982) e t  B a c i l f u s  s t ea ro the rmop i l us  

(NORRIS e t  a l . ,  1981 1. Des t r a v a u x  o n t  en e f f e t  montré  que 1s forme 

L( - )  de l a  l a c t a t e  déshydrogénase é t a i t  p l u s  s t a b l e  à hau te  tempéra tu re  

que l a  forme Cl(+), chez l e s  L a c t o b a c i l l e s  (HENSEL e t  a l . ,  1977) ; e t  

chez - T. c a l d o p h i l u s ,  l a  L(-)LDH a  un opt imun d ' a c t i v i t é  à 80°C (TAGUCHI 

e t  a l . ,  1982). 

De même que chez de nombreuses b a c t é r i e s  l a c t i q u e s  du genre 

L a c t o b a c i l l u s  e t  S t rep tococcus  (DE VRIES e t  a l . ,  1970; STAMER, 1979 ) e t  

chez - T. b r o c k i i  (BEN BASSAT e t  a l . ,  1981 1, l a  r é g u l a t i o n  de l a  l a c t a t e  

déshydrogénase de - C. t h e r m o l a c t  icum semble ê t r e  dé te  m i n é e  p a r  l a  

c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t .  En e f f e t ,  su r  c e l l u l o s e  l a  souche TC 21 ne 

p r o d u i t  p l u s  de l a c t a t e  ma is  de l ' é t h a n o l  e t  de l ' a c é t a t e .  D ' a u t r e  

p a r t ,  l a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  pa r  c e t t e  souche ne se f a i t  qu'avec une 

c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  s u p é r i e u r e  à 5 g / l ,  à des c o n c e n t r a t i o n s  

i n f é r i e u r e s ,  l e  métabol isme de c e t t e  souche e s t  c l a s s i q u e  pou r  un 

C l o s t r i d i u m  e t  se t r a d u i t  pa r  un b i l a n  de f e r m e n t a t i o n  de t y p e  m i x t e .  

Il e s t  p robab le  que C. t he rmo lac t i cum u t i l i s e  l e s  v o i e s  c l a s s i q u e s  - 
des C l o s t r i d i a  : v o i e  d'EMDEN-MEYERHOF-PARTNAS de dég rada t i on  des 

hexoses e t  v o i e  de WARBURG-DICKENS de dég rada t i on  des pen toses  c e  q u i  

e x p l i q u e r a i t  sa  c a p a c i t é  à p r o d u i r e  du l a c t a t e  s u r  g lucose  comme sur  

xy lose .  

En f o n c t i o n  des c o n d i t i o n s  de c u l t u r e ,  l a  f e r m e n t a t i o n  des oses 

par  C. t he rmo lac t i cum se t r a d u i t  a l o r s  par  l e s  b i l a n s  s u i v a n t s :  - 
- en s u b s t r a t  non l i m i t a n t  : 

1 g lucose  + 1,7 l a c t a t e  + 0,2  é t h a n o l  + O,? a c é t a t e  + 0,2  H2 + 
0,3  CO2 

1 xy l ose  -j 1,3 l a c t a t e  + 0,2 é t h a n o l  + 0,2 a c é t a t e  + 0 ' 3  H2 + 

- en s u b s t r a t  l i m i t a n t  : 

1 g lucose j 1 , 2  é t h a n o l  + 0,8 acé ta te  + 2  CO2 + 1,6  H2 



Cont ra i rement  à l a  m a j o r i t é  des b a c t é r i e s  homolact iques 

c lass iquement  é t u d i é e s  (THOMAS e t  a l . ,  19791, nous n 'avons pas  observé 

de p r o d u c t i o n  de f o rma te  en s u b s t r a t  l i m i t a n t .  Dans ce cas, l o r sque  l e s  

c o ~ d i t i o n s  d ' a c t i v a t i o n  de l a  LDH ne s o n t  pas r é u n i e s ,  l a  r é g é n é r a t i o n  

des NADH se f a i t  v i a  l a  p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l .  

Il s e r a i t  a l o r s  i n t é r e s s a n t  de v é r i f i e r  que c e t t e  n o u v e l l e  espèce 

u t i l i s e  l e s  v o i e s  de dég rada t i on  des oses c l a s s i q u e s  des C l o s t r i d i a .  

Pour c e l a ,  c e r t a i n e s  enzymes-clé s e r o n t  à é t u d i e r ,  en p a r t i c u l i e r  l a  

p y r u v a t e  f e r r e d o x i n e  oxydoréductase,  l a  f r u c t o s e  1,6 d iphosphate 

a l d o l a s e  a i n s i  que l a  t r a n s a l d o l a s e  e t  l a  t r a n s c é t o l a s e .  L ' a c t i v a t i o n  

e t  l a  r é g u l a t i o n  de c e s  enzymes e t  de l a  l a c t a t e  déshydrogénase s e r o n t  

donc à é t u d i e r  de façon  a p p r o f f o n d i e ,  en f o n c t i o n  des c o n d i t i o n s  de 

c u l t u r e ,  pou r  dé te rm ine r  q u e l  e s t  l e  r ô l e  du taux i n t r a c e l l u l a i r e  de 

FDP, ATP e t  NADH, p r i n c i p a u x  r é g u l a t e u r s  de l a  LDH des b a c t é r i e s  

c lass iquement  é tud iées .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l ' a c c u m u l a t i o n  i n  t r a c e l l u l a i r e  de suc res  p a r  l a  

souche TC 21, en c u l t u r e  s u r  g lucose  e t  xy lose ,  e t  l ' a c c u m u l a t i o n  de 

g lucose  non fe rmenté  au cou rs  des c u l t u r e s  de c e t t e  souche s u r  amidon, 

s o n t  su rp renan tes  e t  d i s t i n g u e n t  b i e n  ce  b i o t y p e  de l a  souche TX 41. Il 

s e r a i t  a l o r s  nécessa i r e  d ' é t u d i e r  l e s  systèmes de t r a n s p o r t  de suc res  

e t  l ' i n d u c t i o n  des enzymes g l y c o l y t i q u e s  chez c e t t e  espèce bac té r i enne .  

L a  souche TC 21 semble en e f f e t  f e rmen te r  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l e s  

d imères ( c e l l o b i o s e  e t  x y l o b i o s e )  t a n d i s  que l a  souche TX 41 se 

développe p l u s  rap idement  su r  l e s  suc res  s imp les  (g lucose  e t  xy lose  1. 

L ' u t i l i s a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  des dimères e s t  observée chez d ' a u t r e s  

espèces t e l l e s  C. the rmoce l lum (NG e t  ZEIKUS, 1982) e t  - R. f l a v e f a c i e n s  

(AYERS, 1958; 1959). 

La  d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  p a r  l a  souche TC 21, ou l e s  

b i o t y p e s  du groupe II des t he rmoph i l es ,  q u i  p résen ten t  l e s  mêmes 

p a r t i c u l a r i t é s  que c e t  i s o l a t ,  pose d ' a u t r e  p a r t  un probleme nouveau. 

C e t t e  souche ne fe rmente  en e f f e t  que 15 à 30% de l a  c e l l u l o s e  ( 5  e t  10 

g / l  i n i t i a u x  i à pH non r é g u l é ;  p a r  c o n t r e ,  e l l e  en fe rmente  50% (10 g / l  

i n i t i a u x )  l o r s q u e  l e  pH e s t  r é g u l é  à pH 7 ,O .  Ces r é s u l t a t s  mont ren t  

1' impor tance  des c o n d i t  i o n s  de c u l t u r e  f a v o r i s a n t  l a  c r o i s s a n c e  des 

microorganismes.  Dans ce cas, l a  r é g u l a t i o n  du pH permet non seulement 

une p r o d u c t i o n  de c e l l u l a s e s  p l u s  i m p o r t a n t e  d  ' où  une c e l l u l o l y s e  p l u s  

r a p i d e ,  mais a u s s i  un pourcentage f i n a l  de dég rada t i on  amé l io ré .  
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INFLUENCE DES COCULTURES SUR LES CINETIQUES 
ET LES BILANS DE FERMENTATION 
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L'ensemble de nos i s o l a t s  p r é s e n t a n t  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  du genre  

C l o s t  r i d ium,  on p o u v a i t  supposer chez ces  b a c t é r i e s  l ' e x i s t e n c e  d '  une 

NAûH f e r r e d o x i n e  oxydoréductase.  C e t t e  enzyme p e r m e t t r a i t  a l o r s  de 

c o n t r ô l e r ,  en présence d ' une  b a c t é r i e  hydrogénoph i le ,  l a  d é v i a t i o n  des  

v o i e s  métabo l iques  des i s o l a t s  ve rs  l a  p r o d u c t i o n  d' 'acétate. D '  une p a r t  

dans l e  b u t  d 'augmenter l e s  v i t e s s e s  de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e ,  e t  

d ' a u t r e  p a r t  de l e v e r  l ' i n h i b i t i o n  de l a  c ro i ssance ,  pa r  l ' h yd rogène ,  

de c e r t a i n e s  souches, comme c ' e s t  l e  cas  pour  l a  souche mésoph i le  MC 4. 

Dans un deuxième temps l e  couplage d  'une b a c t é r i e  f e r m e n t a t i v e  e t  

de C. the rmoce l lum nous s e m b l a i t  i n t é r e s s a n t  pour  mener à b i e n  l a  - 
f e r m e n t a t i o n  des sucres  l i b é r é s ,  à pH non régu lé ,  p a r  c e t t e  b a c t é r i e .  

Nous avons o p t é  pou r  l ' é t u d e  de l a  c o c u l t u r e  de C. thermocel lurn  TC Il - 
e t  - C. thermo laCt i cum TC 21, c e t t e  d e r n i è r e  f e r m e n t a n t  en e f f e t  l a  

c e l l u l o s e  en é thano l .  

Par l a  s u i t e  il s ' e s t  avéré  que l a  b a c t é r i e  f e r m e n t a t i v e  assoc iée  

à C. the rmoce l lum ne d e v a i t  f e r m e n t e r  que l e  g l ucose  e t  non pas  l e  - 
c e l l o b i o s e .  Nous avons a l o r s  é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  de l a  c o c u l t u r e  de C. - 
therrnocel lum avec une b a c t e r i e  homoacétogène à p a r t i r  d ' H  /CO e t  du 

2 2 
g lucose  : Acetogenium k i v u i .  



MC4 avec W. ( 2 )  
succinogenes 

MC4avec ( 3 )  

TBLEAU no 33 - FERMENTATION DU CELLOBIOSE PAR LA SOUCHE MC4 EN MONOCULTUPX 
ET EN COCULTURE AVEC W. SUCCINOGENES ET DESULFOVIBRIO SP. MS 

La & m e W o a  on:t éZé h é d é u  eut . tubu anaettobiu de 7 0 tnC, miaicu  
K 2 ,  10 g/L de c&abkoae, pH non kéguRé (pff k de ?,O) 

( 1 ) en mole d ' ATPI mole de c f l o  bioa e @me&ée 
( 2 ) en pkéaence de 50 MM de &unum.tc 
( 3 )  en phénence de 50 rnM de ~u l&, te  

FIGURE no 62 - CROISSANCE DE LA SOUCHE MC4 EN MONOCULTURE ( ) 
ET EN COCULTURE AVEC M. FORMICICUM ( O ) ,  W. SUCCINOGENES ( A )  
ET DESULFOVISRIO SP. ( O )  - 
Cen ctoihaancen on t  2x2 4LLivic2.4 en ; tuba  anaéhob.iu de 70 ML, t r d i e u  
K 2 ,  pH L= 7,O 



1.- INFLUEME DE LA COCULTURE AVEC UNE BACTERIE XYOROGENOPHILE 

A.- INFLUENCE - DU TRANSFERT - INTERESPECES D'HYDROGENE SUR - 
METABOLISME DE LA SOUCHE MESOPHILE MC 4  -- - -  

L a  c ro i ssance  de l a  souche rnésophi le MC 4 é t a n t  i n h i b é e  pa r  de 

f o r t e s  p r e s s i o n s  p a r t i e l l e s  d 'hydrogène,  nous avons t e n t é  de l u i  

a s s o c i e r  p l u s i e u r s  espèces bac té r i ennes  hydrogénoph i les  a f i n  de l e v e r  

c e t t e  i n h i b i t i o n .  

Des c o c u l t u r e s  o n t  a i n s i  é t é  r é a l i s é e s  avec Methanobacter ium 

forrnic icurn,  u t i l i s a n t  1 'H /CO pour  fo rmer  du méthane, W o l i n e l l a  
2 2  

( V i b r i o )  succinogenes, r é d u i s a n t  l e  fumara te  en succ ina te ,  e t  

D e s u l f o v i b r i o  sp. MS, r é d u i s a n t  l e s  s u l f a t e s  en H S. - 2 
Les r é s u l t a t s  s o n t  p résen tés  f i g u r e  62 e t  t a b l e a u  33. L a  c o c u l t u r e  

avec Methanobacter iurn f o rm i c i cum n ' a  pu  ê t r e  é t a b l i e ,  e t  au c o u r s  de 

no( e s s a i s  nous n 'avons  obtenus que l a  c ro i ssance  de l a  souche MC 4. 

Dans l e  cas  de l a  c o c u l t u r e  avec D e s u l f o v i b r i o  sp. MS, en présence - 
de s u l f a t e  ( 5 0  MM), nous avons obtenu une c r o i s s a n c e  d i a u x i q u e  des deux 

souches, e t  c e t t e  c ro i ssance  e s t  r e s t é e  f a i b l e .  La f e r m e n t a t i o n  du 

c e l l o b i o s e  p a r  c e t t e  c o c u l t u r e  s ' e s t  accompagnée de p r o d u c t i o n  dtH2S, 

l e s  q u a n t i t é s  de l a c t a t e  e t  d ' é t h a n o l  formées son t  p l u s  f a i b l e s  que 

dans l e  c a s  de l a  c u l t u r e  pure  de l a  souche MC 4,  ma is  l a  p r o d u c t i o n  

d ' a c é t a t e  e s t  r e s t é e  p ra t iquement  inchangée. 

Nous n 'avons  obtenu une a s s o c i a t i o n  s t a b l e  que dans l e  cas  de l a  

c o c u l t u r e  de l a  souche MC 4  avec W o l i n e l l a  succinogenes. C e t t e  d e r n i è r e  

u t i l i s e  l e  fumara te  (50 mM) comme accep teur  d ' é l e c t r o n s  e t  s e u l e  source  

de carbone. Dans ces  c o n d i t i o n s ,  son temps de doublement e s t  proche de 

c e l u i  de l a  souche MC4 (3,2 h )  e t  l a  f i g u r e  62 montre  une c ro i ssance  

un i fo rme de ces  deux b a c t é r i e s .  L a  r é d u c t i o n  du furnarate en s u c c i n a t e  

(35,8 rnM) pa r  W. succ inogenes,  s ' e s t  accompagnée d 'une d é v i a t i o n  des - 
v o i e s  métabo l iques  de l a  souche MC 4 v e r s  l a  p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e ,  avec 

un m e i l l e u r  rendement en ATP ( t a b l e a u  33) 



FIGURE no 6 3  - INFLUENCE DE LA COCULTURE 
AVEC M. THERMOAUTOTROPHICUM souche TCSE ( ) 
PAR SSPPORT A LA MONOCULTURE ( ) DES 
SOUCHES DE C. thermocellum sur cellulose (a) 
C. thermolacticum TC 21 sur cellulose (b) 
sur xylane (cl et C. th&olacticurn TX 41 sur 
xylane (dl . - 

lu phoduL.13 d e  6eJcmeM;Édtion b u n t  expfLUnéb e n  
m m o l u / 1 0 0  molu d l é q .  glucose ( o u  x y l o n e )  
~ e h m e n t é e s  : 7 : a c W e ;  2 : é . tbnol ;  3 :  l a m e  
4 :  aumu héduoteukb.  

ï'ABZ.l:AU r i 0  34 - BILANS DE PCIü4CNTnTLGN DC LA CELLULOSE PAR 

C. TIIElWOCELLüE4 souche TC 11  EN IIOtlrjCUL.'I'UiJ.E e t  EN COCUL'fUId.E 

AVEC t.1. TII~:IUlP10AUTOTf?Oii111C'J14 (+ TCSE) , C . TI!EREIOU\CTICUM 

t i c  2 I .  
cc,  . t d  ; i t C . t . ~ ~ t ;  ,c4ii C C X I ~ ~ L ~ J ~ I ~  5 c.11 nuiiclCcli/ 104 ,rtiiiici2e 5 d'2c;ui.?;ili'oit 
nr t/i~:(i.'rc~ ('!.it'(r$~ 4c1.'wic:ri t?il 5 . . . 

( 2 )  V uui c l > i  i t i$ /C/ I i .  



B.- INFLUENCE DE LA COCULTURE AVEC UNE BACTERIE METHANOGENE SUR - -- -- - 
LES CINETIQUES ET LES BILANS DE FERMENTATION DES SOUCHES THERMOPHILES - -- - - 

Les d i f f é r e n t s  i s o l a t s  t he rmoph i l es  o n t  é t é  c u l t i v é s  s u r  

c e l l u l o s e ,  c e l l o b i o s e  e t  xy lane ,  en absence ou présence de 

Methanobacter ium thermoauto t  rophicum, souche TC 5 E, i s o l é e  au 

l a b o r a t o i r e  p a r  J.P. TOUZEL. Ces c o c u l t u r e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  sans 

q u ' i l  y  a i t  de r é g u l a t i o n  du pH (pH i n i t i a l  de 7,4) 

En c o c u l t u r e  avec c e t t e  b a c t é r i e  méthanigène, l e s  souches du 

groupe 1 (C. - thermocel lum) ne p r o d u i s e n t  p ra t i quemen t  que de l ' a c é t a t e  

( f i g u r e s  63 e t  64).  Le rendement de c o n v e r s i o n  du s u b s t r a t  e t  l a  

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  en suc res  r éduc teu rs  s o n t  i d e n t i q u e s  dans l e  c a s  

de l a  mono e t  de l a  c o c u l t u r e  ( t a b l e a u  34). Par c o n t r e ,  l a  v i t e s s e  de 

d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  e s t  p l u s  é levée  en présence de l a  b a c t é r i e  

méthanogène. 

La  c o c u l t u r e  des b a c t é r i e s  des groupes II e t  III avec 5 
the rmoauto t roph icum souche TC 5 E  se t r a d u i t  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  une 

p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  aux dépends de c e l l e  d ' é t h a n o l  ( f i g u r e  631, mais 

on observe un  comportement de c e s  souches t o u t  à f a i t  d i f f é r e n t  s e l o n  

l e  s u b s t r a t  fermenté.  A  l a  v i t e s s e  d ' h y d r o l y s e  près,  l a  souche TC 21 a 

un comportement i d e n t i q u e  à c e l u i  de & thermoce l lum souche TC Il, s u r  

c e l l u l o s e .  En e f f e t ,  l e  temps de l a t e n c e  de l a  c e l l u l o l y s e  e s t  p l u s  

c o u r t  e t  l a  v i t e s s e  de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  e s t  p l u s  r a p i d e  en 

présence de l a  b a c t é r i e  méthanigène ( f i g u r e  65 ) .  Sur ce s u b s t r a t  l e  

pourcentage de f e r m e n t a t i o n  pa r  l a  souche TC 21 e s t  amé l i o ré  ( +  14-20%, 

t a b l e a u  35).  Sur xy lane  e t  c e l l o b i o s e ,  p a r  c o n t r e ,  l a  présence d 'une 

b a c t é r i e  méthanogène n ' a f f e c t e  n i  l e  rendement de conve rs i on  du 

s u b s t r a t  ( e n v i r o n  40%) n i  l a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  p a r  l e s  b a c t é r i e s  

des groupes II e t  III ( f i g u r e  63).  



FIGURE no 64 - CINETIQUES DE FERMENTATION DE LA CELLULOSE PAR 
C. thermocellum souche TC 11 EN CULTURE PURE (A), EN COCULTURE 
AVEC M, thermoautotrophicum souche TC5E (B), AVEC C. thermolacticum 4 O 
souche TC 21 (Cl à pH non régulé et à pH régulé (D) - 
lu &né$iquu à pff non t ~ é g u l é  (pH i : 7 , 4 )  o n t  &té h é d i h é u  en  @.acon6 
de 300 m l ,  miLieu K 2 ,  10 g / l  d e  c d 3 & o a e ,  à 65'~. 3 O 

à pH kéguRé (pff 7 , 4 ) ,  la c i n é t i q u e  a éXé ~ L U v i e  en &menteuh de 2 t .  

( * ) a c é M e ;  ( A ) é;thanol; (A ) l a c t a t e  



II.- INFLUENCE DE LA COCULTURE DE C. THERMOCELLUU (SOUCHE TC 11) ET DE 

C.THEFWIOLACTICUM (SOUCHE TC 21) SUR LA FERMENTATION DE LA CELLULOSE 

Par r a p p o r t  à l a  mono c u l t u r e  de 5 thermocel lum,  l a  f e r m e n t a t i o n  

de l a  c e l l u l o s e  p a r  l ' a s s o c i a t i o n  des deux souches h y d r o l y t i q u e s  e s t  

p l u s  l e n t e  ( 7  j o u r s ,  f i g u r e  6 4  Cl, avec une v i t e s s e  maximale de 

d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  de 82,5 mg/ l /h ,  à pH non r é g u l é .  D ' a u t r e  

p a r t ,  l e s  p r o d u i t s  de f e r m e n t a t i o n  son t  dans des r a p p o r t s  t o t a l e m e n t  

d i f f é r e n t s  ( t a b l e a u  34). Le t aux  de p r o d u c t i o n  d ' é t h a n o l  e s t  m u l t i p l i é  

p a r  1,5, t a n d i s  que l a  p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  e t  de l a c t a t e  cesse 

brusquement (en  4 e t  3 j o u r s  r espec t i vemen t ) .  L a  q u a n t i t é  d ' a c é t a t e  

p r o d u i t e  p a r  mole d ' é q u i v a l e n t  g l ucose  fe rmentée  ne v a r i e  pas par  

c o n t r e  l a  q u a n t i t é  de l a c t a t e  p r o d u i t e  e s t  d iminuée de m o i t i é .  Il n ' y  a  

pas d ' accumu la t i on  de sucres  r é d u c t e u r s  dans l e  m i l i e u .  C e t t e  

c o c u l t u r e ,  à pH non r é g u l é ,  permet  donc d ' a m é l i o r e r  l e  r a p p o r t  é t h a n o l /  

acé ta te ,  c e l u i - c i  passe en e f f e t  de 1,25 à 1,94, a i n s i  que l e  rendement 

de conve rs i on  du s u b s t r a t .  

A  pH r é g u l é  (pH 7,4), nous n 'avons  pu o b t e n i r  d ' a s s o c i a t i o n  s t a b l e  

de c e s  deux b a c t é r i e s  e t  l a  f i g u r e  64  D  montre,  dans ce cas, une 

f e r m e n t a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  en deux étapes,  q u i  s ' e s t  b loquée 

rap idement  à 60 % de dég rada t i on .  

L a  p r o d u c t i o n  de c e l l u l a s e s  pa r  C. the rmoce l lum souche TC 11 - 
augmente p rogress ivement  pendant  l a  phase e x p o n e n t i e l l e  de c ro i ssance ,  

e t  e s t  c o r r é l é e  à l a  dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e .  D ' a u t r r  p a r t ,  

l ' a c t i v i t é  dosée s u r  xy lane  e s t  p a r f a i t e m e n t  c o r r é l é e  à c e l l e  dosée s u r  

CMC ( f i g u r e s  66 e t  67).  Au c o n t r a i r e ,  l a  p r o d u c t i o n  d'enzyme pa r  l a  

souche TC 21  e s t  beaucoup p l u s  l e n t e ,  e t  débu te  avec un temps de 

l a t e n c e  de 4 j o u r s ,  l a  p r o d u c t i o n  de xy lanases é t a n t  p l u s  r a p i d e  que 

c e l l e  de CMC ases. Au b o u t  de 15 j o u r s  de c u l t u r e ,  l ' a c t i v i t é  CMC- 

a s i q u e  de l a  souche TC21 e s t  comparable à c e l l e  de l a  souche TC II, p a r  

c o n t r e ,  l ' a c t i v i t é  xy l anas ique  r e s t e  ne t tement  s u p é r i e u r e  e t  l ' a c t i v i t é  

p a p i e r  f l i t  r e  e s t  ne t tement  i n f é r i e u r e  ( t a b l e a u  35). 

L a  c o c u l t u r e  de c e s  deux souches met en év idence un re l a rguage  

i m n é d i a t  de l ' a c t i v i t é  xy lanas ique ,  comparable à c e l l e  obtenue en f i n  

de c u l t u r e  pa r  l a  souche TC 21, t a n d i s  que l e s  a c t i v i t é s  CMC-asiques e t  

p a p i e r  f i l t r e  appa ra i ssen t  beaucoup p l u s  l en temen t  e t  r e s t e n t  t o u j o u r s  



FIGURE no 65 - CINETIQUES DE DEGRADATION DE LA CELLULOSE PAR LES SOUCHES / TC 11 ET TC 21 EN CULTURE PORES ET PAR LEURS COCULTORCS RESPECTIVES - 
( 1 souche TC 1 I ; I A 1 souchesTc I I  et TCSE; (0 1 souche TC 2 1 ; ( *) soucheaTC 2 1 
et TC SE; ( O )  douchebTC 11 &TC 21; ( a )  dodu TC 1 7 ,  TC 21 & TCSE 

FIGURE no 67 - 
CXNETIQUES D'APPAXTION DES ACTrVITES CMC-ASIQUES (fig. 66) ET XYLANASIQUES (fig. 67) 
EXCRETES P-AR LES DIFFERENTES SOUCHES ET LEURS ASSOCIATIONS - 
LU ~ylltbolen u h X A é s  hont CU , m @ ~  que . 65; t en  ac t ivLtés  hont exphunéu en 
mg d '  éy. glucaae (ou xytose) Lcbekea pah pend& 30 m n .  



p l u s  f a i b l e s  que c e l l e s  obtenues pa r  l a  c u l t u r e  pu re  de C. - 
thermocel lum. Ces r é s u l t a t s  l a i s s e n t  supposer une c r o i s s a n c e  de l a  

souche TC 21 f a v o r i s é e  l o r s  de l a  c o c u l t u r e ,  au d é t r i m e n t  de c e l l e  de 

l a  souche TC Il. T o u t e f o i s ,  dans l e  cas  de l a  t r i c u l t u r e  des souches TC 

11, TC 21 e t  TC 5E, b i e n  que l a  v i t e s s e  de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  

s o i t  comparable à c e l l e  observée l o r s  de l a  c u l t u r e  pu re  de C. - 
thermoce l lum ( f i g u r e  651, l e s  a c t i v i t é s  CMC as iques  e t  p a p i e r  f i l t r e  

r e s t e n t  f a i b l e s  ( t a b l e a u  35 1. 

0.31 

C. thermocellum TC 1 1  
~.the~moautotrophicum 0.36 

TABLEAU no 35 - COMPARAISON DES ACTIVITES HYDROLYTIQUES DES SURNAGEANTS 
DE CULTURE DES DIFFERENTES SOUCHES ET DE LEURS ASSOCIATIONS - 
Le6 dobagei o n t  &té &i& aphèh 15 j a w  de  c u e t w e  4 w  c e L t d o 4 e  
( 5  g / t l .  Les keblLetats b o n t  exphunéb en mg de  b u c h u  ( g l u c o ~ e  ou  
xytobel fibéheb pair 1 de  b w n a g e a n t  pendant 30 mn à 60°C ( d m  CJlC el 
x y k e ]  et 7 h a 60°c ( b w ~  p a p i a  6d%e] 

LILLE 0 
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FIGURE 68 - C I N E T I Q U E D E  
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111.- INFLUENCE DE LA COCULTURE DE C.MERMOCELLUM AVEC UNE SOUCHE 

HYDROGENOPHILE ET FERMENTATIVE HOMQACETOGENE 

Acetogenium k i v u i ,  souche LKT-1 , e s t  homoacétogène à p a r t i r  du - 
glucose e t  d1H2/C02, mais n ' u t i l i s e  pas l e  c e l l o b i o s e  (LEIGH e t  a l . ,  

1981). Sa température de c ro issance opt imale. 'eÇt de 65OC, mais son pH 

o p t i m a l  e s t  de 6,4. Nous avons a l o r s  op té  pour l ' é t u d e  de l a  

fermentat ion de l a  c e l l u l o s e  p a r  c e t t e  c o c u l t u r e  avec un pH régu lé  à 

6,8 de façon à permet t re  l a  c ro issance des deux souches. 

A pH 6,8 l ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e  par  - C. thermocel lum souche TC 

Il e s t  env i ron  10 f o i s  p l u s  l e n t e  qu 'à  pH 7,4 (Vmax = 48 mg/l /h,  f i g u r e  

68 A ) .  La fe rmen ta t i on  de l a  c e l l u l o s e  se f a i t  de façon d iaux ique e t  se 

t r a d u i t  p r i nc ipa lemen t  p a r  l a  f o r m a t i o n  d ' a c é t a t e  (1,19 moles/mole 

d ' é q u i v a l e n t  g lucose) .  Contra i rement  à l a  f e rmen ta t i on  à pH 7,4, du ran t  

l a q u e l l e  nous n 'ob ten ions  pas d 'accumula t ion  de sucres réduc teurs ,  à pH 

6,8 l e s  sucres s 'accumulent,  dès l e  début de l a  f e rmen ta t i on ,  j u s q u ' à  

3,3 g / l .  De même, cont ra i rement  à l a  c u l t u r e  à pH 7,4 lo rsque - C. 

thermocel lum e s t  c u l t i v é e  en c o n d i t i o n s  dé favorab les  pour sa 

c ro issance,  l e  r a p p o r t  acé ta te /é thano l  e s t  i nve rsé .  Ce t te  p l u s  grande 

q u a n t i t é  d ' a c é t a t e  formée permet en e f f e t  un m e i l l e u r  g a i n  d'ATP p a r  

mole d  ' é q u i v a l e n t  g lucose fermentée. 

A 65OC l ' a s s o c i a t i o n  de C. thermocel lum TC Il e t  A. k i v u i  LKT-1 - -- 
e s t  s t a b l e .  Au cours  de l a  f e rmen ta t i on  de l a  c e l l u l o s e ,  à pH 6,8 

( f i g u r e  68 61, nous n'avons pas observé d 'accumula t ion  de sucres 

réduc teurs  en q u a n t i t é  importante.  De f a i b l e s  q u a n t i t é s  de gaz, 

d ' é t h a n o l  e t  de l a c t a t e  sont  formées seulement duran t  l e s  premikres 

heures de cro issance.  La  c e l l u l o s e  e s t  c o n v e r t i e  essen t i e l l emen t  en 

acé ta te  avec un rendement de 2,7 moles/mole d ' é q u i v a l e n t  glucose 

fermentée ( t a b l e a u  361, proche du rendement t héo r i que  de l a  

f e r m e n t a t i o n  homoacétogène ( 3  moles d 'acétate/mole de g lucose) .  C e t t e  

fe rmenta t ion  s'accompagne d 'un g a i n  n e t  d'ATP e t  l a  v i t e s s e  de 

dégradat ion  de l a  c e l l u l o s e  e s t  ané l i o rée  ( +  30%). 



DISCUSSION - CONCLUSIONS 

Dans l e  cas de l a  c o c u l t u r e  de l a  souche mésophi le MC4 avec 

i D e s u l f o v i b r i o  sp. MS nous avons obtenu une c ro issance d iaux ique des 

deux souches. D e s u l f o v i b r i o  sp. nécess i t e  en e f f e t  un début de 

! c ro issance de l a  souche MC 4  p rodu i san t  de l ' a c é t a t e  e t  du CO2 a f i n  de 

1 l ' i n c o r p o r e r  comme source de carbone pour sa cro issance (BADZIONG e t  

l a l . ,  1978). Dans un deuxième temps il y a c ro issance des deux souches 

e t  D e s u l f o v i b r i o  sp. ag i ssan t  comme accepteur d'hydrogène pour r é d u i r e  

l e s  s u l f a t e s  en H2S, il y a d é v i a t i o n  des v o i e s  métabol iques de l a  

souche MC 4 vers l a  p roduc t i on  d 'acé ta te .  La  d é v i a t i o n  des voies 

l métabol iques e s t  moins n e t t e  que dans l e  cas de l ' a s s s o c i a t i o n  avec W. - 
succinogenes, d '  une p a r t  pa r  1' i n c o r p o r a t i o n  d ' a c é t a t e  p a r  

D e s u l f o v i b r i o  sp., d ' a u t r e  p a r t  p a r  l ' a r r ê t  b r u t a l  de l a  fe rmenta t ion .  

1 Cet te  a s s o c i a t i o n  n ' e s t  en e f f e t  pas s t a b l e  e t  l a  l y s e  bactér ienne 

i n t e r v i e n t  rapidement, probablement en r a i s o n  de l ' a c c u m u l a t i o n  d 'H S 
2  

e t  de l a  montée du pH défavorab le  à i a  souche MC 4. D e s u l f o v i b r i o  sp. 

p r o d u i t  en e f f e t  2 OH- pa r  mole dtH2S formée (BADZIONO e t  a l . ,  1978).  

Par con t re ,  de même que R. a lbus  (IANNOTI e t  a l . ,  1973) l a  souche -- 
MC 4 en c o c u l t u r e  avec W .  succinogenes ( r é d u i s a n t  l e  fumarate en - 

I succ ina te )  ne p r o d u i t  prat iquement  p lus  que de l ' a c é t a t e .  C e t t e  souche 

possède donc une NADH f e r r e d o x i n e  oxydoréductase e t  W. succinogenes 

ag i ssan t  comme accepteur  d ' H  (BRONDER e t  a l . ,  19821, l e s  NADH ne s o n t  2 

I p l u s  d i s p o n i b l e s  pour l a  synthèse du l a c t a t e  e t  de l ' é t h a n o l ,  ce q u i  se 

i t r a d u i t  p a r  un g a i n  n e t  d'ATP. 

De même que pour l a  souche mésophi le MC 4, l a  c o c u l t u r e  de - C.  

thermocel lum e t  C. thermolac t i cum sur  c e l l u l o s e ,  en présence d'une - 
b a c t é r i e  hydrogénophi le ,  se t r a d u i t  par  une d é v i a t i o n  des vo ies  

métabol iques v e r s  l a  p r o d u c t i o n  d 'acé ta te .  

En accord avec l e s  r é s u l t a t s  de WEIMER e t  ZEIKUS (1977) obtenus 

avec l a  souche LQ 8, nous n'observons pas d ' a m é l i o r a t i o n  du rendement 

de fe rmen ta t i oo  de l a  c e l l u l o s e  par  C. thermocel lum TC 11, sous - 
l ' i n f l u e n c e  de l a  cocu l t u re .  Par con t re ,  con t ra i remen t  à l a  souche LQ 8  

l a  souche TC II ne p r o d u i t  prat iquement  p l u s  de l a c t a t e  en présence de 

M. thermoautotrophicum. Les f a i b l e s  q u a n t i t é s  de l a c t a t e  e t  d '  é thano l  - 
p r o d u i t e s  sont  dues en f a i t  à un début de c ro issance p lus  rap ide  de C. 
thermocel lum p a r  r a p p o r t  à l a  b a c t é r i e  méthanogène. 



Dans l e  cas  de C. c e l l o b i o p a r u m  CHUNG (1976)  a  montré que l a  - 
b a c t é r i e  méthanogène en u t i l i s a n t  1' hydrogène l è v e  une i n  h i b i t  i o n  de l a  

c ro i ssance  de l a  b a c t é r i e  h y d r o l y t i q u e .  Par c o n t r e  n i  l a  c ro i ssance  de 

C. the rmoce l lum (WEIMER e t  ZEIKUS, 1977; LAMED e t  ZEIKUS, 1980) n i  - 
c e l l e  de l a  souche TC 21 ne s o n t  i n h i b é e s  pa r  l ' hydrogène .  Dans ce cas, 

on observe un m e i l l e u r  rendement de c r o i s s a n c e  de l a  b a c t é r i e  

h y d r o l y t i q u e  p a r  r a p p o r t  au s u b s t r a t  dégradé. En e f f e t ,  l o r s  de l a  

f e r m e n t a t i o n  d 'une  mo lécu le  d 'hexose  2  ATP s o n t  f o u r n i s  p a r  l a  

g l y c o l y s e  e t  1 mole d '  ATP supp lémenta i re  e s t  f o u r n i e  l o r s  de l a  

p r o d u c t i o n  d ' une  mo le  d ' a c é t a t e  à p a r t i r  d 'une  mole de py ruva te .  Par 

con t re ,  l o r s  de l ' e x c r é t i o n  de m o l ~ c u l e s  p l u s  r é d u i t e s  ( l a c t a t e ,  

é t h a n o l )  l a  c e l l u l e  ne d i spose  que des 2  ATP f o u r n i s  l o r s  de l a  

g l y c o l y s e .  

S i  l e s  v i t e s s e s  de d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  s o n t  s u p é r i e u r e s  

dans l e  c a s  de l a  c o c u l t u r e  de C. the rmoce l lum TC 11 e t  de l a  souche - 
TC 5 E, l a  chu te  du pH e s t  a u s s i  p l u s  r a p i d e  e t  l a  f e r m e n t a t i o n  e s t  

b loquée p l u s  t ô t  : l e  pourcentage de d é g r a d a t i o n  f i n a l e  e t  l e  

pourcentage de f e r m e n t a t i o n  s o n t  p ra t iquement  inchangés. Par c o n t r e ,  

dans l e  cas de L a  c o c u l t u r e  de l a  souche TC 21 e t  de l a  souche TC 5 E, 

l e  pourcentage de f e r m e n t a t i o n  e s t  amé l io ré .  Il e s r  v r a i  que c e t t e  

f e r m e n t a t i o n  é t a n t  t r è s  f a i b l e ,  l e  pH n ' i n t e r v i e n t  pas comme f a c t e u r  

l i m i t a n t .  

Sur  xy lane l a  présence d 'une  b a c t é r i e  méthanogène n ' a f f e c t e  n i  l e  

rendement de c o n v e r s i o n  du s u b s t r a t ,  n i  l a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  p a r  

l e s  b a c t é r i e s  t h e r m o p h i l e s  du groupe II. Les b a c t é r i e s  du groupe III 

fermen tan t  l e  xy lane  o n t  un comportement i d e n t i q u e  à c e l u i  des souches 

du groupe II : pas d ' i n f l u e n c e  de l a  c o c u l t u r e  su r  l a  p r o d u c t i o n  de 

l a c t a t e  e t  su r  l e  rendement de conve rs i on  du s u b s t r a t .  Ces 

microorganismes p r é s e n t e n t  s u r  xy lane  une f e r m e n t a t i o n  i d e n t i q u e  à 

c e l l e  s u r  suc res  s o l u b l e s  c ' e s t  à d i r e  une p r o d u c t i o n  de gaz coup lée  à 

l a  p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  e t  d ' é t h a n o l  d u r a n t  l e s  p remiè res  heures de 

c ro i ssance ,  p u i s  l a  p r o d u c t i o n  de gaz cesse pendant l a  phase 

homolact ique.  L a  d é v i a t i o n  des v o i e s  métabo l iques  i n t e r v i e n t  donc 

uniquement pendant l e s  p remiè res  heures de c ro i ssance  e t  se t r a d u i t  pa r  

une p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e  aux dépends de c e l l e  de l ' é t h a n o l .  

Lorsque l e  pH n ' e s t  pas régu lé ,  l ' a s s o c i a t i o n  d luqe b a c t é r i e  

f e r m e n t a t i v e  à C. the rmoce l lum permet d ' a m é l i o r e r  l e  pourcentage de 

f e r m e n t a t i o n  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  des sucres l i b é r é s .  



NG e t  a l .  (1981) obse rven t  des v i t e s s e s  de d é g r a d a t i o n  i d e n t i q u e s  

dans l e  cas de l a  monocul ture de C. the rmoce l lum e t  de l a  c o c u l t u r e  - 
avec C. the rmohydrosu l fu r i cum,  e t  un pourcentage de dég rada t i on  du - 
s u b s t r a t  s u p é r i e u r  dans l e  cas de l a  c o c u l t u r e .  L a  présence de C. - 
thermohyd rosu l f u r i cum a  donc un e f f e t  f a v o r a b l e  s u r  l ' h y d r o l y s e  de l a  

c e l l u L o s e  p a r  C. thermocel lum. - 
A l ' i n v e r s e ,  l a  présence de l a  souche h y d r o l y t i q u e  TC 21 i n h i b e  l a  

dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  p a r  C. the rmoce l lum TC Il. C e t t e  d e r n i è r e  - 
h y d r o l y s e  en e f f e t  88% de l a  c e l l u l o s e  en c u l t u r e  pu re  mais 

l ' a s s o c i a t i o n  de l a  souche TC 21 ne permet qu 'une hyd ro l yse  de 63% de 

l a  c e l l u l o s e .  Il e s t  p robab le  q u ' i l  y  a i t  d ' une  p a r t  c o m p é t i t i o n  pou r  

l ' u t i l i s a t i o n  du s u b s t r a t ,  en p a r t i c u l i e r  du c e l l o b i o s e  l i b é r é ,  

r a l e n t i s s a n t  la c r o i s s a n c e  de C. the rmoce l lum (1'ATP c a l c u l é  d i s p o n i b l e  - 
dans l e  cas de l a  c o c u l t u r e  e s t  l e  même que c e l u i  de l a  c u l t u r e  p u r e  de 

C. thermocel lurn 1. En e f f e t ,  C. the rmoce l lum u t i l i s e  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  - - 
l e  c e l l o b i o s e  (NG e t  ZEIKUS, 1982) e t  l e  t r ans fo rme  en g lucose- IP e t  

g lucose  p a r  une c e l l o b i o s e  phospnory lase (ALEXANDER, 1972). T o u t e f o i s ,  

c e t t e  c o m p é t i t i o n  pour  l ' u t i l i s a t i o n  du s u b s t r a t  n ' e x p l i q u e  pas l ' a r r ê t  

b r u t a l  de l a  f e r m e n t a t i o n  e t  de l a  c e l l u l o l y s e  à pH régu lé .  Il 

s e r a i t a l o r s  i n t é r e s s a n t  de v é r i f i e r  s i  l a  souche TC 21  s y n t h é t i s e  un 

p r o d u i t  t ox i que ,  i n h i b i t e u r  de l a  c ro i ssance  de l a  souche TC Il e t  de 

l ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e ,  au cou rs  de s a  f e rmen ta t i on .  En e f f e t ,  il 

e s t  su rp renan t  de c o n s t a t e r  un a r r ê t  de l a  c e l l u l o l y s e  p a r  l a  c o c u l t u r e  

de ces  deux souches. B i e n  que l a  q u a n t i t é  d ' hyd ro l ases  exc ré tées  p a r  l a  

souche TC 11 s o i t  p l u s  f a i b l e ,  en r a i s o n  de l a  c ro i ssance  p l u s  f a i b l e  

de c e t t e  b a c t é r i e ,  l a  c e l l u l o l y s e  a u r a i t  du  se p o u r s u i v r e ,  même 

len tement .  Il e s t  p robab le  a l o r s  que c e r t a i n s  m é t a b o l i t e s  a g i s s e n t  

p r é f é r e n t i e l l e m e n t  s u r  c e r t a i n e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a s i q u e s  en i n h i b a n t  

l e u r s  a c t i v i t é s ,  sans q u ' i l  s o i t  ac tue l l emen t  p o s s i b l e  d ' e n  dé te rm ine r  

l e  mode d ' a c t i o n .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  souche TC 21 e x c r è t e  des xy lanases  dès l e  débu t  

de sa  c ro i ssance ,  pa r  c o n t r e  l ' a p p a r i t i o n  des CMC ases e s t  t r è s  l e n t e .  

L ' a c t i v i t é  CMC as ique ,  après 15 j o u r s  de c u l t u r e ,  e s t  comparable à 

c e l l e  observée chez l a  souche TC Il, sans q u ' i l  y a i t  pour  a u t a n t  

r e p r i s e  de l a  c e l l u l o l y s e  p a r  l a  souche TC 21. Dans l e  cas  de l a  

t r i c u l t u r e  des souches TC Il, TC 21 e t  TC 5E, nous n 'avons pas pbservé 

d ' i n h i b i t i o n  de l a  c e l l u l o l y s e  e t  l a  dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  p a r  

c e t t e  t r i c u l t u r e  e s t  é q u i v a l e n t e  à c e l l e  obtenue p a r  l a  monocu l tu re  de 

C. ther rnocel lum TC 11. Par c o n t r e ,  dans l e  cas  de c e t t e  t r i c u l t u r e ,  les - 



a c t i v i t é s  h y d r o l y t i q u e s  dosées dans l e  surnageant  de c u l t u r e  sont 

r es tées  t r è s  f a i b l e s .  Au vue de c e s  r é s u l t a t s ,  on p e u t  d o u t e r  que l e s  

a c t i v i t é s  h y d r o l y t i q u e s  r é s i d u e l l e s  dosées sur  CMC, p a p i e r  f i l t r e  ou 

c e l l u l o s e  A v i c e l ,  dans l e s  su rnagean ts  de c u l t u r e ,  s o i e n t  r é e l l e m e n t  

r e p r é s e n t a t i v e s  de l a  c e l l u l o l y s e  e t  de l a  c a p a c i t é  h y d r o l y t i q u e  des 

espèces bac té r iennes .  

L ' a s s o c i a t i o n  d ' une  b a c t é r i e  f e r m e n t a t i v e  ne f e rmen tan t  pas l e  

c e l l o b i o s e  mais u t i l i s a n t  l e  g lucose,  e t  hydrogénoph i le ,  permet 

d ' a m é l i o r e r  à l a  f o i s  l a  v i t e s s e  de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  par C. - 
thermoce l lum ( m e i l l e u r  rendement en ATP) e t  l e  pourcentage de 

f e r m e n t a t i o n ,  sans q u ' i l  y  a i t  de c o m p é t i t i o n  pou r  l ' u t i l i s a t i o n  du 

s u b s t r a t .  

La  c o c u l t u r e  de C. the rmoce l lum TC il e t  A. k i v u i  s ' e s t  a i n s i  - -- 
t r a d u i t e  p a r  une f e r m e n t a t i o n  homoacétogène de l a  c e l l u l o s e .  

Au c o u r s  de c e t t e  f e r m e n t a t i o n  son t  en e f f e t  i n t e r v e n u e s  d'une 

p a r t  l a  f e r m e n t a t i o n  homoacétogène d'A. k i v u i  à p a r t i r  du g lucose  e t  -- 
d'H /CO p r o d u i t  p a r  C. thermocel lum,  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  A. k i v u i  

2 2 - 
u t i l i s a n t  l ' h y d r o g è n e  p r o d u i t ,  l a  d é v i a t i o n  des v o i e s  métabo l iques  de 

C. the rmoce l lum v e r s  l a  p r o d u c t i o n  d ' a c é t a t e ,  de même que l o r s  de l a  - 
c o c u l t u r e  avec M. thermoautot rophicum.  - 

C e t t e  d é v i a t i o n  des v o i e s  métabo l iques  de - C. thermoce l lum se 

t r a d u i t  a l o r s  p a r  un g a i n  d'ATP supp lémenta i re  e t  l a  c r o i s s a n c e  

bac té r i enne  é t a n t  f a v o r i s é e ,  l a  v i t e s s e  de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  

e s t  p l u s  é levée .  

D ' a u t r e s  au teu rs  o n t  é t u d i é  l ' a s s o c i a t i o n  de C. the rmoce l lum e t  C. - - 
thermoacet icum (WANG e t  a l . ,  1978). C e t t e  d e r n i è r e  é t a n t  homoacétogène 

à p a r t i r  du g lucose  mais n ' u t i l i s a n t  pas l ' h yd rogène  (ANDREESEEN e t  

al . ,  1973) c e t t e  a s s o c i a t i o n  n ' a  pu  condu i r e  q u ' à  un rendement en 

a c é t a t e  de 0,5-0,7 mole/mole d ' é q u i v a l e n t  g lucose  fermentée. 

Nos r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  donc q u ' i l  e s t  p o s s i b l e ,  p a r  uns  

a s s o c i a t i o n  bac té r i enne  app rop r i ée ,  de mener une f e rmen ta t i on  

homoacétogène d i r e c t e  de l a  c e l l u l o s e .  D ' a u t r e  p a r t ,  au vu de ces 

r é s u l t a t s ,  il s e m b l e r a i t  que l e s  bac t é r i e s  homoacétogènes a i e n t  un r ô l e  

s i g n i f i c a t i f  dans l e s  écosystèmes t he rmoph i l es ,  à pH légèrement  ac ide .  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

L 'é t ape  p r é l i m i n a i r e  de no t r e  t r a v a i l  c o n s i s t a i t  à e n r i c h i r  l e s  

popuLations d  ' o r i g i n e  en b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  d  'une p a r t ,  e t  en 

b a c t é r i e s  hémice l lü lo ly t iques  d ' a u t r e  pa r t .  

O r ,  l e s  dénombrements que nous avons e f f e c t u é s  par  l a  s u i t e ,  à 

p a r t i r  de d i g e s t e u r s  mésophiles  e t  thermophi les ,  o n t  mis en évidence,  

dans c e s  deux c a s ,  que l a  f l o r e  hydro ly t i aue  ( c e l l u l o l y t i q u e ,  j 

1 

1 xylanoly t ique  e t  amylo ly t ique)  f a i s a i t  p a r t i e  de l a  f l o r e  dominante de 

c e s  écosystèmes ( 30' bac té r i e s /ml  j .  Nous devons donc poursu ivre  ce 

t r a v a i l  de façon à déterminer  q u e l l e  ss t  l a  s i g n i f i c a t i o n  écologique de 

1 nos i s o l a t s .  t e s  techniques  que nous avons u t i l i s é e s ,  d ' en r i ch i s semen t s  

e t  d ' i s o l e m e n t s ,  nous o n t  en e f f e t  amenés à s é l e c t i o n n e r  une f l o r e  

i p a r t i c u l i è r e m e n t  r é s i s t a n t e  (il s ' a g i t  e s sen t i e l i e rnen t  de b a c t é r i e s  
, 
I 

l s p o r u l é e s )  e t  peu ex igean te s  en f z c t e u r s  de c ro i s sance .  Bien que c e t t e  1 

I f l o r e  s o i t  d i v e r s i f i é e ,  d ' a u t r e s  e spèces  bac t é r i ennes  ar iaérobies  

s t r i c t e s  p a r t i c i p e n t  cer ta inement  à l ' hyd ro lyse  des  polymères végétaux 

dans  c e s  écosystèmes méthan igènes.  En e f f e t ,  à l ' e x c e p t i o n  d e s  souches 
I 
I de - C. thermocellum, l a  m a j o r i t é  de nos i s o l a t s  ne possède qu 'une f a i b l e  

i a c t i v i t i  c e l l u l o l y t i q u e ,  a;ors que t o u s  l e s  enr ich issements  e f f e z t u é s  

1 on t  permis une dég rada t ion  a c t i v e  de l a  c e l l u l o s e .  Des techniques  de 
I 

t rava i l  moins d r a s t i q u e s  que c e l l e s  que nous avons u t i l i s é e s  s e r a i e n t  

a i o r s  n é c e s s a i r e s  pour i s o l e r  c e s  espèces  hydro ly t iques  

complémentaire S. 
I 
1 

Tou te fo i s ,  l e s  souches i s o l é e s  de p a r t  l e u r  d i v e r s i t é  e t  leur  

o r i g i n a l i t é  p ré sen ten t  un p o t e n t i e l  i n t é r e s s a n t  Dour l ' é t u d e  

phys io logique ,  géné t ique  e t  enzymatique des  b a c t é r i e s  hydro ly t iques .  

E tan t  donné l e  f a i b l e  rendelnent des  c u l t u r e s  pu res ,  il a p p a r a î t  eri 

e f f 5 t  comme e s s e n t i e l  ae  pouvoir é t a b l i r  d e s  c u l t u r e s  d ' a s s o c i a t i o n s  

bac t é r i ennes  s t a b l e s  permet tan t  une dégradatioii  r a p i d e  d u  s u b s t r a t .  

La d i v e r s i t é  de nos i s o l a t s  d e v r a  nous pe rme t t r e  d e  d é f i r i i r  de 

t e l l e s  a s s o c i a t i o c s  ayant  l e s  complémentarit6s hydro ly t iques  e t  

f e r m e n t a i r e s  n é c e s s a i r e s  à l a  dégrada t ion  d e s  r é s i d u s  s o i l d e s  des  

I n d u s t r i e s  Agro-Alimentaire S. 



Chez c e s  nouveaux i s o l a t s ,  nous devrons aonc é t u d i e r  de façon p l u s  

d é t a i l l é e  : 

- l e u r s  complrxes h é m i c e l l u l a s i q u e s ,  amylas iques e t  c e i l u l a s i q u e s  

en dé te rm inan t  p l u s i e u r s  paramètres : s t a b i l i t é  à l a  température,  pH 

d ' a c t i v i t é ,  i n d u c t i o n  e t  r é p r e s s i o n  e t  s p é c i f i c i t é  de ces enzymes de 

f a ç o n  à é t a b l i r  des p o s s i b i l i t é s  de complémentar i té  h y d r o l y t i q u e .  

- l e u r s  p h y s i o l o g i e s ,  de f açon  à é t a b l i r  une complémentar i té  

f e r m e n t a t i v e  s u s c e p t i b l e  d ' a u t r e  p a r t  d ' o r i e n t e r  l a  dég rada t i on  des 

po lymères végétaux v e r s  l a  p r o d u c t i o n  d ' un  m é t a b o l i t e  p r é f é r e n t i e l .  

C e r t a i n e s  souches i s o l é e s  (C. t he rmo lac t i cum)  p r é s e n t e n t  un 

métabol isme o r i g i n a l  pou r  des C l o s t r i d i a  p u i s q u ' e l l e s  sont  

homolact iques su r  pen toses  comme s u r  hexoses, dans c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  

de c u l t u r e .  Nous devrons donc d é f i n i r  q u e l l e s  son t  l e s  v o i e s  de 

dég rada t i on  des  oses empruntées p a r  c e t t e  espèce bac té r i enne ,  e t  

d é f i n i r  l e  mode de r é g u l a t i o n  de l a  p r o d u c t i o n  de l a c t a t e  pa r  ces 

i s o l a t s .  Pour c e l a ,  nous devrons é t u d i e r  c e r t a i n e s  enzymes c l é s  des 

C l o s t r i d i a  : l a  p y r u v a t e  f e r r e d o x i n e  oxyaoréductase, l a  f r u c t o s e  1,6  

d i -phosphate a l d o l a s e ,  l a  l a c t a t e  déshydrogénase a i n s i  que l a  

t r a n s c é t o l a s e  e t  l a  t r a n s a l d o l a s e .  D ' a u t r e  p a r t ,  l ' é t u d e  de l a  

r é ç u l a t i o n  de ces  enzymes dev ra  se f a i r e  en f o n c t i o n  des c o n d i t i o n s  de 

c u l t u r e  (pH, c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t )  de façon  à d é t e r m i n e r  l e  r ô l e  

de l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de FDP, ATP e t  NADH, p r i n c i p a u x  

r é g u l a t e u r s  de l a  l a c t a t e  déshydrogénase chez l e s  b a c t é r i e s  l a c t i q u e s  

c lass iquement  é tud iées .  

L ' é t u d e  compara t i ve  de l a  dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  p a r  t r o i s  

espèces bac té r i ennes  du genre C l o s t r i d i u m :  C l o s t r i d i u m  sp. MC4, C. 

t he rmo lac t i cum TC 21 e t  C. the rmoce l lum TC Il, montre l a  grande - 
v a r i a b i l i t é  des systèmes c e l l u l s s i q u e s  mis  en j e u  Dar l e s  b a c t é r i e s  

anaérob ies.  Dans l e  c a s  de l a  souche mésoph i le  MC 4 l a  c e l l u l o l y s e  e s t  

i n h i b é e ,  e t  c e c i  d ' a u t a n t  p l u s  rap idement  que l a  c ro i ssance  e s t  p l u s  

r a p i d e ,  p a r  l e s  m é t a b o l i t e s  de c e t t e  b a c t e r i e .  Dans l e  cas de l a  souche 

TC 21 p a r  c o n t r e ,  Le pourcentage de dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  e s t  

a q é l i o r é  p a r  l a  r é g u l a t i o n  au pH. Lorsque l a  c r o i s s a n c e  bac té r i enne  e s t  

favorisée, l a  q u a n t i t é  de c e l l u l a s e s  exc ré tée  e s t  p l u s  impo r tan te  e t  l a  

v i t e s s e  de c e l l u l o l y s e  augmente, ma is  des d i f f é r e n c e s  q u a l i t a t i v e s  au  

n i v e a u  de l a  synthèse des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a s i q u e s  ou des 

i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  hydro lases  semblent a u s s i  i n t e r v e n i r  dans l e  c a s  

de l a  souche TC 21. De nombreuses q u e s t i o n s  r e s t e n t  donc posées au 



s u j e t  de l a  c e l l u l o l y s e  e t  du mode d ' a c t i o n  des c e l l u l a s e s .  En 

I p a r t i c u l i e r ,  nous n 'ob tenons  pas  de c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  v i t e s s e s  de 

dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  e t  l e s  a c t i v i t é s  h y d r o l y t i q u e s  re t r ouvées  

dans l e s  su rnagean ts  de c u l t u r e  e t  dosées sur  CMC, p a p i e r  f i l t r e  e t  

c e l l u l o s e  A v i c e l .  D ' a u t r e  p a r t ,  l a  c o c u l t u r e  de C. the rmoce l lum TC Il - 
e t  C. t he rmo lac t i cum TC 21 a  permis  de m e t t r e  en év idence une - 

I i n h i b i t i o n  ou une d é n a t u r a t i o i i  du système c e l l u l a s i q u e  de C. - 
thermocel lum. Des t r avaux  supp lémenta i res  se r a i e n t  a l o r s  nécessa i r es  

pou r  dé te rm ine r  l e s  paramètres c o n d i t i o n n a n t  l a  synthèse des c e l l u l a s e s  

i pa r  l e s  b a c t é r i e s  anaérob ies ,  a i n s i  que l e u r  mode d ' a c t i o n .  

Le c lonage  des gènes de C. the rmoce l lum p e u t  f a c i l i t e r  l ' é t u d e  de - 
c e t t e  r é g u l a t i o n  de l a  syn thèse  de c e l l u l a s e s ,  ma is  a u s s i  c o n t r i b u e r  à 

I p r o d u i r e  des souches hype rp roduc t r i ces .  Les systèmes géné t iques  mis  en 

j e u  dans ce t y p e  d 'é tude ,  son t  souvent  basés s u r  l ' o b t e n t i o n  de 

p lasmides h y b r i d e s ,  compa t i b l es  avec l e s  souches é t u d i é e s  e t  l e s  

souches r é c e p t r i c e s .  Ma is  dans l e  cas des souches connues de C. - 
thermocel lum, aucun p lasmide  n ' a  pu ê t r e  mis  en év idence.  En 

c o l l a b o r a t i o n  avec Mme MILLET ( I n s t i t u t  Pasteur ,  PARIS), nous espérons 

i p o u v o i r  t r o u v e r  dans n o t r e  c o l l e c t i o n  un p lasmide q u i  p o u r r a i t  ê t r e  l a  

1 base de l a  c o n s t i t u t i o n  d ' u n  vec teu r  de c lonage u t i l i s a b l e  chez t ous  

l e s  C l o s t r i d i a  the rmoph i les .  

Les grandes d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  v i t e s s e s  de d é g r a d a t i o n  de la 

c e l l i i l o s e  p a r  des c u l t u r e s  d ' e n r i c h i s s e m e n t  e t  des c u l t u r e s  pures 

s o u l i g n e  l ' i m p o r t a n c e  des i n t e r a c t i o n s  bac té r i ennes .  

En r é a l i s a n t  des a s s o c i a t i o n s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  i s o l a t s  e t  en 

m o d i f i a n t  l e s  c c n d i t  i o n s  de c u l t u r e ,  c e r t a i n s  paramètres f a v o r i s a n t  l a  

dég rada t i on  de l a  c e l l u l o s e  o n t  pu ê t r e  dé te rminés  : 

- l a  r é g u l a t i o n  du pH oermet une c ro i ssance  o p t i m a l e  de l a  

b a c t é r i e  e t  une d é v i a t i o n  du métabol isme de C. the rmoce l lum vers  l a  

f o rma t i on  d ' é t h a n o l  aux dépens de c e l l e  du l a c t a t e .  T o u t e f o i s  l a  

p é g u l a t i o n  du pH pose l e  problème ae t o x i c i t é  dû aux m é t a b o l i t e s  q u i  

s  'accumulent rap idement  

- l ' a s s o c i a t i o n  avec une b a c t é r i e  u t i l i s a t r i c e  d ' H  permet une 
2 

u z i l i s a t i o n  éne rgé t i que  o p t i m a l e  du s u b s t r a t  en r a i s o n  de l a  synthèse 

e x c l u s i v e  d ' a c é t a t e  e t  non p l u s  de conposés & d u i t s .  La c r o i s s a n c e  des 

b a c t é r i e s  é t a n t  a l o r s  f a v o r i s é e ,  l a  v i t e s s e  de dég rada r i on  de l a  

c e l l u i o s e  e s t  p l u s  6 levée 
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- l ' a s s o c i a t i o n  avec une b a c t é r i e  f e r m e n t a t i v e ,  u t i l i s a t r i c e  des 

i suc res  r é s u l t a n t  de l ' h y d r o l y s e  de l a  c e l l u l o s e ,  permet un rendement de 

conve rs i on  o p t i m a l  l o r sque  l e  pH n ' e s t  pas ragu lé .  T o u t e f o i s ,  c e r t a i n s  

problèmes r e s t e n t  encore ma l  r éso lus .  Dans l e  cas de l a  c o c u l t u r e  de C. - 
thermocel lu in  TC Il e t  C. t he rmo lac t i cum TC 21, l a  v i t e s s e  de - 

l dég rada t i on  p l u s  f a i b l e  p o u r r a i t  ê t r e  due à des phénomènes de 

1 c o m p é t i t i o n  pou r  l e  s u b s t r a t  ce q u i  se t r a d u i r a i t  p a r  une l i m i t a t i o n  de 

l l a  v i t e s s e  de c ro i ssance  de C. thermocel lum,  mais l ' a r r ê t  de l a  - 
l c e l l u l o l y s e  dans l e  c a s  de c e t t e  c o c u l t u r e  met en év idence  une 

i n h i b i t i o n  des c e l l u l a s e s  de C. thermocel lum.  - 
L a  d é g r a d a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  peu t  ê t r e  d i r i g e r  v e r s  la 

I p r o d u c t i o n  d i  urt m é t a b o l i  t e  un ique  par  l ' a s s o c i a t i o n  d  'une bac t é r i e  

app rop r i ée .  Par l a  c o c u l t u r e  de C. the rmoce l lum e t  A. k i v u i  - -- 
homoacétogène à p a r t i r  de g lucose  e t  dtH,/CO nous avonr a i n s i  obtenu 

L 2 ,  

l une f e r m e n t a t i o n  homoacétogène de l a  c e l l u l o s e .  Ma is  c e t t e  f e rmen ta t i on  

e s t  l e n t e  en r a i s o n  du pH de c ro i ssance  d'A. k i v u i .  Il s e r a i t  a l o r s  
0- 

i n t é r e s s a n t  de d i s p o s e r  de souches b a c t é r i e n n e s  ne f ermentant  pas l e  

c e l l o b i c s e  e t  a y a n t  une c ro i ssance  à pH 7,S-7,4, proche du pH o p t i m a l  

de c ro i ssance  de C. thermocel lum. 

Nos r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  que l a  p r o d u c t i o n  d' ethano1 e s t  
t 

c o n t r a d i c t o i r e  avec une v i t e s s e  maximale d  ' u t i l i s a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  

en r a i s o n  du métabol isme éne rgé t i que  de C. thermocel lum. Cepenaant, s i  - 
on d é v i e  par  c o c u l t u r e  l e  métabol isme v e r s  l ' a c é t a t e ,  l ' a r r ê t  de 

c r o i s s a n c e  peu t  ê t r e  dû à l ' a c c u m i r l a t i o n  de c e t  ac ide .  

Comparativement aux mésoph i les ,  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons 

obtenus i n d i q u e n t  des v i t e s s e s  de dég rada t i on  de c e l l u l o s e  ne t tement  

s u p é r i e u r e s  e t  un s p e c t r e  f e r m e n t a i r e  beaucoup p l u s  r e s t r e i n t  (pas  de 

p r o p i o n a t e  n i  de b u t y r a t e )  pa r  l ' u t i l i s a t i o n  de b a c t é r i e s  t he rmcph i l es .  

T c u t e f o i s ,  c e s  p o p u l a t i o n s  ne s o n t  pas  adaotées pour l a  p r o d u c t i o n  

de méthane. En e f f e t ,  s i  dans l e s  é c o s y s t ~ m e s  t he rmoph i l es  l e s  

b a c t é r i e s  hydrog6noph i les  possèdent une ternpgrature d ' a c t i v i t é  c p t i m a l e  

i d e n t i q u e  à c e l l e  des b a c t é r i e s  h y d r o l y t i q u e s  (65OC1, l e s  b a c t é r i e s  

a c é t o c l a s t e s  connues pa r  c o n t r e  o r t  une a c t i v i t é  o p t i m a l e  à 55OC. 

Une f e r m e n t a t i o n  méthanogène t he rmoph i l e  en monoétape n ' e s t  donc 

pas i n t é r e s s a n t e  pour  l a  conve rs i on  des r é s i d u s  s o l i d e s .  Par c o n t r e ,  

c e s  r é s u l t a t s  o n t  c o n d u i t  à l a  mise en p l a c e  au l a b o r a t o i r e ,  pa r  F. 

ROY, d ' u n  procédé de mé than i sa t i on  en deux étaoes : uqe l i q u é f a c t i o n  de 

l a  biomasse à 60°C s u i v i e  ci 'une m é t h a n i s a t l o n  à 35OC (VERRIER e t  al., 
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PLANCHE I ^ - DEGRADATION DES OSES PAR LA VOIE D'EMBDEN-MEYERHOF- 
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Des p~ü4ationt~ d'origine variges, enrichies en cellu*tolytiques 

et en xylanolytiquaac prdsentent une fexmerrtation acétique cvuglBe B une 

production Ba wB&ane de r&duetSon, A partir de telles cuLtYPer mixtes, 

65 souches mésophiles et 83 soatchem thermophiless ont 6ti isolées et gxoup4es I 
en fonction de leur mosphblogie et âe leur capacite fermentaire. La majorit6 

. 1 
de chs isolats pr6aiantent les caractdriatiques du genre Clrxrtridiuzn. Parmi I 

eux, une swçhe cellulolytiqne in6sophile (souche MC4) et deux souches tbcx- \ 
mophiles xylanobwtpss. et amylolytiques (souches TC 21 et TX 41 1 ont ét6 

4tudiées en comparaieron avec C. thel.1~ocel1un-t TC 11. Les souches TC 21 et 

TX 4 1  se distinguent des Clostridia thennophiles connus et ont Btt5 -finLes 

comrma une nouvelle espèce bactérienne : C. thexmolacticuxu, en raison de I 

leur mdtabolisne hamolaotigue s u  hexoses comne sur pentoses, dans certaines 

conditions de culture. 

En réalisant des associations bactdrienne entre les différents 

isolats et en modifiant les conditions de culture, certains paramgtres 

favorisant la dégradation de la cellulose ont pu 6-e d6tefiain@i5s: la 

regulation du pH, l'association avec une bactdrie hydzogdnophile, et 

l'association avec une bact4rie fel~isntative lorsque le pH n'est pas jitsgulé. 

Uhe fermentation hol~oacétog&ne de la cellulose a &té obtenue 

par l'association de C. thermocellum et A. ïcivui . 

Mots cl&: Cloéltridiuni thexmocellimi - Clostridima thermolacticum - 
Anaorobies st=rictes - F ~ n t a t i o n  - CellulolytSques - Xylaaolytiqiùes - 
Tfierin#rpliiiie - Physiologie - Aciùe lactique - 


