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Nous avons essayé de démontrer la dégradabilite microbienne de 
lignines de type industriel (lignine KRAFT et lignine à la soude de paille de 
blé et de sciure de peuplier, Induline AT Westvaco) en anaérobiose par une 
culture mixte provenant d'un digesteur anaérobie traitant des contenus de 
panse de ruminants. 

Un temps d'incubation prolongé srest avéré nécessaire pour la mise 
en évidence de modifications dans la structure des lignines par 
spectrophotométrie U.V.,chromatographie sur gel, C.H.L.P. et R.M.N. Toutefois 
une adaptation des microorganismes à l'utilisation des lignines comme seule 
source de carbone a été démontrée par le développement des bactéries dans un 
milieu minéral vitaminé tamponné par 1'HEPES. Les résidus oligosaccharidiques 
liés à la lignine semblaient favoriser la dégradation des lignines. 

Des facteurs tels que la solubilité des lignines,le pH, ainsi que la 
procédure d'extraction et la concentration dans le milieu de culture, 
provoquaient des variations dans la phase d'adaptation et dans le degré 
d'attaque bactérienne des structures polyphénoliques. Ces observations nous 
ont amené à conclure que la lignine KRAFT de paille était celle qui se 
dégradait le plus. 

Des concentrations de lignine allant jusqu'à 6 g.1-' dans un milieu 
minéral vitaminé non tamponné étaient capables de soutenir une croissance 
microbienne. Ces cultures provoquaient des modifications strucutrales mises en 
évidence par spectrographie R.M. N. 



We have tried to demonstrate the microbial degradation of industrial- 
type lignins (KRAFT and soda lignins from wheat straw and poplar sawdust, as 
well as Westvacols Indulin AT) under anaerobic conditions by a mixed culture 
obtained from an anaerobic digester fed with rumen contents. 

Long incubation periods were necessary to observe some structure 
modifications on the lignins, usiw U.V. spectrophotometry, gel permeation 
chromatography, H.P.L.C. and N . M . R .  However, microbial adaptation to lignins 
as sole carbon source was observed in a vitamin minera1 medium buffered with 
HEPES. Carbohydrate residues chemically attached to the lignins seemed to 
favor lignin degradation. 

Other factors like solubility, pH, extraction procedure and lignin 
concentration in the culture medium affected the lag phase as well as the 
extent of bacterial attack on the polyphenolic structures. From these 
observations we concluded that KRAFT lignin was most easily degraded than the 
others . 

Concentrations of lignins up to 6 g.1-Y in an unbuffered vitaminated 
mineral medium were supporting some microbial growth. Structural modifications 
of lignins were noticed on the N . M . R .  spectra. 
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INTRODUCTION 



Après ;a cellulose, la lignine constitue le composé chimique naturel 

l e  plus abonaant dans l'environnement. Cependant, la structure polymérisée 

hétérogène renà la lignine peu intéressante, voire nuisible, au point de vue 

inaustriei. La récalcitrante de la lignine qui permet aux plantes àe résister 

aux nalaaies et aux aitérations climatiques, fait en même temps que ce composé 

représente une poilution, comme par exemple aans les effluents ae papeteries. 

3'auCre part, consiaérée comge sous-p-oàuit, la lignine reste encore assez mal 

valorisée, nalgré certaines utilisations Belles que la combustion des liqueurs 

noires concenrrées ou jien comne ciispersant ou additifs DüIYON et GELUS, 7962 ; 

X3L;ZR et GLAÇÇER, -9831 ou encore aans une noinare mesure (lignine 

a'hyirolyse) pour anéiioref ia fluidité des suspensions de boues pendant les 

2 inrages àe puits Ce p6troie ENIKITIN, 19621.  

Les Oéchets agricoles riches sn cellulose ont é?é souvent utilisés 

pour I'alimentation aninaie, mais male+ leur teneur élevée en polysaccharides, ! 

ces satériaux ~résen~ent une ciigestibilité réàuite due à la présence ae 
I 
l 

- - 
-2gnine qui n'est pas assimilable par i a  flore du rumen [GûSRING et VAN SOESI, 

; 9 7 0 : .  iles PtuCes expérinentales ont nontré une corrélation élevée entre le 

. ..- qui a..;@!>? même à utiliser ,a ~~gr-iine comne l'un des facteurs principaux cians 

7 -  . 
-d ::éi;erxinî ilo~~ à? cïIgesti5ilitP in vitro. 

L'intérêt porté au àévêloppement àe la culture àe la Sionasse 

for2s;ière a augrrenTP consiciPrablement aepuis quelques années. Un te; 

développement entraînerait aussi un accroissenent considérabie de la quantité 

de lignin2 aisponible, jusqu'à 28 millions Se tonnes par année en 1990, 

cirapiès les calculs de M'CLSER et GLASÇZR ( 1 9 8 3 ) .  En conséquence, une neilleure 

connaissance Ces mécanismes Se ciégra&a:ion àe ;a lignine s'avère nécessaire 

a f m  de pouvoir valoriser correctement le po~entiel de ce polymère, et àe 



réduire en même temps le problème de manipulation des résidus que tout cela 

pourrait impliquer. 





L O C A L I S f i T I O N  E T  F O N C T I O N  

La lignine et les hérnicelluloses remplissent les espaces existants 

entre les fibres de cellulose des tissus vasculaires végétaux. La lignine se 

localise essentiellement entre et à l'intérieur des parois primaires (lamella 

moyenne ou "middle lamella") des cellules vasculaires adjacentes. La 

concentration de lignine est plus faible dans la paroi des fibres que dans la 

lamella moyenne. Cependant, étant donné que cette paroi fibreuse occupe à peu 

près 90% du volume du tissu cellulaire, la majeure partie de la lignine se 

trouve donc dans cette partie des cellules [JANSHEKAR et FIECHTER, 19831. 

Les fonctions principales de la lignine dans le métabolisme végétal 

peuvent être résumées de la façon suivante : la lignine sert comme adhésif et 

incrustant pour les constituants de la paroi cellulaire, elle donne rigidité à 

la paroi cellulaire, ce qui permet à là cellule de résister aux conditions 

externes (résistance aux stress mécaniques). La lignine diminue également la 

perméabilité à l'eau à travers les parois cellulaires dans les tissus du 

xylGme, ce qui évite la perte d'eau des parois cellulaires. Cette 

caractéristique de ?a lignine joue aussi un rôle dans le transport d'eau et de 

nutriments et métabolites de la plante. La lignification est une réponse aux 

infections ou blessures [KUC et HAMMERSCHMIDT, 1982 ; GRISEBACH, 19811 qui 

résulte en une meilleure résistance au stress biochimique tel que l'attaque 

microbienne ou la blessure. 



STRUCTURE E T  S Y N T H E S E  D E S  L I G N I N E S  

Les unités structurales de la lignine sont des derives de l'alcool 

hydroxycinnamique (figure 1 )  [ADLER, 19771. 

Fig.  1 : Structure des mc~nc~rni5reç de l a  l ign ine .  CII=alcc~c~l trans 4-  

hydroxyc innamique [p-cour/rjry2iquel,'ay i l :  i I I  )=a2 cool trans 4- hydrosy- 3 - 

m4tho:cvcinnamique f coni feryl  iquel.: ( I l l )=alcoc~l  trans 4-hydroxy-3,5- 

diméthnxycinnamique [ s  inapyl iquel 

Ces rnonnmères se forment à partir de la ph4nylalanine par la voie de 

7 - l'acide shikimiqué !Figure 2, page 5 )  [JANÇHEKAR et FIECHTER, 19833. LA 

phénylalanine est le précurseur commun des trois alcools cinnamyliques. 

La lignine e s t  synthetisee par poiyrn6risation oxydative des monor~ères 

Le mécanisrrie de la biosynthèse de la lignirie implique la formation des 

radicaux libres phénoxyles, sous l'action des peroxydases (Figure 3a, page 6 ) .  

Les radicaux ainsi forr4s se polym4ïisent spontanément par couplage [COOPER e t  

a l . ,  1966 ; KENNER, 1560 ; KREMEKS, 19571. Les réactions entre les radicaux, 

donnant lieu l a  formation des dilignols, trilignols, . . .  oligolignols (Figure 

Zb, page 6 ) , selon ie dogré de condensation, ne sont pas sous contrôle 



HCOH 
I 
HCOH 
I 
CHzO @ 

Fig. 2 : EiosynthGse de  l a  2 ignine 



F i g .  3a : Formation des radicaux l ibres pendant la synthese de la l ignine 

C-C-C 

A:. 
:n,ga k. J., 

Y GfW3 
Hi: O 

I 

F i g .  3b : Mécanisme de polym6risation "yueue-A-queue" /end-wisel 



enzymatique. Ces réactions de couplage oxidatives dépendent essentiellement 

des potentiels d'oxydo-réduction des radicaux, des groupements fonctionnels et 

des conditions thermodynamiques pour chaque réaction [JANSHEKAR et FIECHTER, 

1983 ; SCHAEFFER e t  a l . ,  1981 1. 

Durant la synthèse de la lignine, il y a formation de nombreux modes 

de liaison inter-monomères, mais la liaison B-0-4 est la plus répandue dans la 

structure de la lignine (28 à 48% selon le type de lignine et son origine) 

[ADLER, 19771. D'autre part, des liaisons C-C de type biphényle peuvent 

représenter jusqu'à 25% dans la structure des lignines, et des liaisons aryl- 

aryl éther jusqu'à 6%. 

Le processus de polymérisation implique aussi des récations entre les 

radicaux méthylène-quinone et des substances telles que des oses ou des acides 

phénoliques, ce qui expliquerait les liaisons observées entre la lignine et 

les hémicelluloses, ainsi que les liaisons avec des acides comme l'acide 

férulique et le p-coumarique, présents dans la paroi des cellules de plantes 

monocotylédones [SARKANEN, 1971; 

Selon SARKANEN (1971), les lignines naturelles possèdent deux 

caractéristiques principales : 

- elles sont synthétisées par polymérisation déshydrogénative des 

alcools p-coumarique, sinapique et/ou coniférilique 

- et elles contiennent les types de liaisons inter-monomères 

représentées sur la Figure suivante (Fig. 4 ) .  



b"" /O\ 
«2: y 

Fig. 4 :Types de liaisons inter-monom&res présentes dans la lignine 

Ces deux critPres sont considérés comne indispensables pour la 

description et la dPfinition de la structure de la lignine. 

Par ailleurs, F R E U D E N a E R G  (1968) utilise d'autres critères pour 

établir sa définition de lignine : il considère que la formation de cétones de 

Hibbert et de p-hydroxybenzald@hyde, vanilline et fréquemment de 

syringaldéhyde doivent aussi êTre compris dans le mécanisme de synthèse. Ainsi 

la formule élémentaire de la lignine devient CsH,O, [H201h[0CH,l i, où ne 

doit pas excéder la valeur 1 ,  alors que "," doit se trouver entre O et 1,5. 

F R E U D E N R E R G  (1968) signale aussi que la lignine dans la plante doit être liée 

chimiquement aux polyosides et finalement elle doit être capable de réagir 

avec l'acide thioglycollique. 

La polymérisation de la lignine eçt considérée par Z E I K U S  (1981) 



comme le facteur déterminant pour sa récalcitrance à la dégradation. Il 

signale que la lignine partage cette caractéristique avec des structures 

naturelles telles que la peau et les enveloppes tissulaires des plantes et des 

animaux . 
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S T R U C T U R E  E T  C L A S S I F I C f i T I O N  DE L G  L i G N I N E  

Le polymère r é s u l t a n t  à e s  r é a c t i o n s  d é c r i t e s  auparavant est d'une 

grande complexité s t r u c t u r a l e ,  comme l e  montre ia f i g u r e  su ivante  ( ï i g .  5, 

page il 1, proposée pa r  KIMZ i i 9 7 4 ) .  

De na tu re  amorphe e t  non c r i s t a l l i n e ,  la  l i g n i n e  ne montre pas  une 

r é g u h r i t é  s-iiructuraie e t  s a  composition en nombre e t  t ype  rie monomères 

d i f f è r e  d 'une espèce v é g é t a l e  à l ' a u t r e .  

CsCte v a r i a j i l i t é  a a3ené à é t a b l i r  une c l a s ç i f i c a t i o n  a e s  

- - 
fii:f6renles i l e n i n e s  e x i s t a n t e s  caris l a  na tu re .  D'après GIBSS (19581 ,  l e s  

- - 
- ~ g n l n e s  Cu royaume vPgéta l  peut  êTre ci ivisés  en cieux types  pr incipaux ou 

c l a s s e s ,  à savol?:  

a )  Lignines guazacyle.  

Z l l e s  comprennent l e s  I lg i i ines  pnésêrîtes cians l a  majer i ré  Q e s  

r gyrnnospernes. X é ~ c ~ i o n  négai ive  au ;es: de XAGLZ. E l l e s  ~or rnent  un groupe 

i.eia~iveme::t iinifornie a e  polyzgres  n a t ü r e l s  àont  l e s  a i f f é r e n c e s  pr i : lc ipa les  

s o n t  Gues à i a  v a r i a t i ~ n  &ans l e  conTenu à ' u n i t é s  de p-hycIroxyphé11yipropanc. 

- .  Blieiques unes à- ccs i ~ g n i ' i e s  peüvent c o n t e n i r  en f a i b l e s  quar:ti;.és ~ e s  u n i t é s  

Ge syringylpropane e t  cies groupenei1ts es;er. 

5 )  Lignines gua lcy ie-syr ingyle .  

Lignines a e s  angiospermes, y cornpris l i g n i n e s  à ' he rbes .  Ces l i g n i n e s  

procuirieiiî G'iriportar-ites q u a n t i t é s  ce  syririgalaehyàe par  oxydayion au  

niPro~~n.zè!;e.  RPactlon p o s i t i v e  au t e s t  Qe XAULE. Ce type  a e  lzgnines  
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1 
I représente un ensembie compiexe d'espèces végétales aans lesquelles la  
, 

présence ae la lignine guaxacyle-syringyle n'eçt pas toujours facilement 

ciéf inissable. 

Cette classification est considérée comme convenable par SARKAKEN 

(7971 et KERGSRT (1960) qui cepenàant, remarquent le caractère approximatif 

alün î e i  systhe taxonomique basé sur certaines caractéristiques physico- 

chimiques (spectre infrarouge et oxydation au nitrobenzène). Car la nature àe 

7 . -  - ~a ~ ~ g n l n e ,  même dans une même plante, est susceptible de varier, ce qui 

pourrait provoquer la coexistence àes àeux types àe lignine dans des 

. - 
a i f f é r e n t e s  panties e7une m ê ~ e  planTe. 
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PROPRIETES P H Y S I Q U E S  

La lignine étant facilement modifiée par des réactions chimiques 

siaples, ses propriétés physiques varient très rapidement. La lignine 

d'hydroiyse présente des propriétés semblables à celles du bois lui-même. Sa 

àensité varie ae : , 3 5  à 1,50.La lignine n'a pas de point de fusion, elle 

ramoiiit ou fond entre 135 et 195 OC. Elle se décompose à partir de 270 OC. Le 

poids noléculaire moyen de ia iignine après extraction a été cakulé entre 

5000 et ;0.000, cepenciant l'éventail des poids nolécu;aires est très large 

[UUXON et GELUS, i9821. 

PROPRIETES PHYSICO-CHINIQUES 

35 lignine naturelle ou protoiignine est considérée comme un 

"polymère tridimcnsioi:r-iel es? réseau" qui s'éteno entre les ceiiuies en 

incrustant l2urs parois. La présence aes fonctions phénoiiques et aes liaisons 

- . -  éther re:~ü ~a iignine réactive et insoluble. Cette insolubilité provient cie 
1 

lVintereonnection de chaines oligomères par un mécanisme de polymérisation qui 

amPne à la foraa?ion ~'une macronoiécule infinie dont ie degré àe 

polynérisation n'est limité que par le volume disponible [FLORY, 19751. 11 a 

éCG observé quo les  cinétiques d'extraction àes lignines en milieu alcalin ou 

aciCe sont polyphasiques et que les différentes couches des parois cellulaires 

ne sont pas déiignifiées à la même vitesse. CGORING, 19591. Cet auteur signale 

aussi qu'ii pourrait exister une hétérogénéité chimique des lignines au niveau 

subcellulaire. 



LES PROCEDURES DeEXTRACTION ET D'ISOLEMENT 

DES LIGNINES 

A.- LES PRETRAITEMENTS DES RESIDUS LIGNOCELLULOSIQUES 

Mis a part ies procédés utilisés dans l'industrie de papier,il y a eu 

depuis longtemps des expériences tendant à augmenter l'efficacité 

S'utilisation des résidus lignocellulosiques, surtout les résidus agricoles 

dont l'utiiisaïion comme aliment pour le bétail reste limitée vu leur 

àigestibilité réàuite. DEMZYER (1987 1, considère que le prétraiternent chimique 

serait utile pour la rupture des complexes hémicellulose-lignines, favorisant 

aonc la àigestibilité des iignoceliuioses. Au niveau de laboratoire et même à 

l'échelle pilote, il existe actuellement un grand nombre de procéciés physiques 

ou physico-chimiques qui permettent la récupération aes polysaccarides des 

résidus lignoceilulosiques, procédés qui laissent ;a lignine comme sous- 

procuit ou déchet. 

Les procéaés ~énommés Qe déiignification comprennent: 

, - *. 
- l'utilisation des conditions sévères à'aicalinité et température 

EBACCAY et HASHi3IOT0, -984, CXYNOWETX et JZRGSR, 1985, CUNNINGUAN et CARR, 

1984, HAçHIXOLO, :982 ex 1996, Mc DONKD e t  a l . ,  1983:. 

- les traitements alcalins à la'température ambiante, essentiellement 

en utiiisant la soude [Mc CARTY e t  al., 1976, MIRON et BEN-GHEDALIA, 198i, 

HOLINA e t  al., : 984, TAVSOSTATHIS et GOSSETT, 7 985, VAN SOEST, ; 981 , DATTA, 

- l'extraction par aes solvants organiques tels que l'éthanol 



LAVGERINOS et WANG, 1983, CARIOCA e t  al., 19851 ou le méthanol et la n- 

butylamine ETANAKA et al., 19851. 

- l'application de conditions extrêmes de pression et température 

[BROWNELL et al., 1986, DALE et MOREIRA, 1982, PLAYNE, 1984, RUBIO TORRES et 

al., 19861. 

B.- PROCEDüRES D'EXTRACTION DES LIGNINES 

Le traitement des matériaux lignocellulosiques pour la séparation de 

ses composants peut être envisagée, soit par la solubilisation de la fraction 

polyosidique, c'est à dire par l'extraction de la cellulose et des 

hémicelluloses, ou bien, en visant d'abord à l'extraction de la lignine, par 

solubilisation soit dans des solvants organiques soit dans des solutions 

alcalines. 

1. Méthodes basées sur la solubilisation des polyosides [ N I K I T I N  

1962 1 

1.- Lignine de KLASON 

La méthode de KLAÇON est souvent utilisée pour le dosage de lignine. 

La lignine KLASON est le résidu du traitement du matériel lignocellulaire avec 

H 2 S 0 ,  ( 6 4  ou 7 2 % )  c'est une lignine très modifiée. 

2.- Lignine de WILLSTATTER 

Elle se prépare avec HC1 à 41-42 %; c'est une lignine très inadaptée 

pour des études de caractérisation. 

3.- Lignine de FREUDENBERG 

Elle est obtenue par traitement avec H,SO, 1% à ébullition et par 
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audition ultérieure de soiution arnmoniocuprique ( à  O°C, sans O,). 

4.- Lignine perioàate 

C'est le résidu ae l'oxydation des sucres du bois par Na,H210, 

CRITCHIE et PiJRVES, i 9 4 7 j .  

II.- Isolement de la limine par des solvants or~aniques en présence 

de catalyseu- acides ENIKITIN, 19621. 

L'isolement se fait : 

- Avec l'éthanol en présence de HCi sous refiux, pour obtenir une 

lignine-éthanol. 

- Par immersion dans HCi à i7,5% ( 2 4  à 30 h) au froid et puis 

exîraction cie la lignine avec l'acide acétique. 

- Par chauffage avec au phénoi à iOO OC en présence de H,SO, à 0.1-1% 

comme catalyseur. 

- Par aciaolyse avec HCi à 0,1-0,3 % à 90 - iOO°C àans le dioxane. Ii 

y a 9es réactions de concensation et réduction GU renderient en oldéhydes dosés 

par oxy~a;ion au nitrobenzène. 

III.- Lignines solubles obtenues par extraction avec des solvants 

1 . -  Lignine ae BRAUNS (1939). 

El le  est préparée par extraction avec ;'éthanol à 95% à température 

ambiante, àe matériel végétal broyé (maille 100-i50). Ce type de lignine 

con-cient fréquemment davantage ae groupements ester que les lignines broyées 

au bois (Plilleci Wood Lignin ou M3L). 

2.- Lignines libérées enzymatiquement. 

11 s'agit ce iignines qui ont été préalablement soumises à l'action 
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d'une culture pure Ge champignon (Brown rot1,et ensuite extraites avec 

l'éthanoi 95%. 

Les caractéristiques de ces préparations sont très semblables à 

ceiles des lignines de BRAUNÇ. 

3.- Lignines de BJGRKMAN (1957)  ou lignines de bois moulus "milled 

wood lignins" (MWL) 

- 7  7 Liles sont obtenues par broyage en présence àe toluène et par 

extraction avec ie mélange dioxane-eau (90:lO v/v) .  Cette préparation est 

dépourvue ae cendres mais elle peut contenir jusqu'à 8% d'oxydes. Le broyage 

peut générer une réduction àu contenu en méthoxyles ainsi qu'une 

aépoiymérisation partielle. SARKANSN (197;) signa;e que la lignine MWL, maigré 

son utilité expérimentale, ne peut pas être consiaérée comme représentative àe 

toute ia lignine cellulaire, mais seulement ae la fraction comprise dans la 

"ianella noyenne". SARKANEN remarque aussi la présence de contaninants autres 

que les sucres teis que certains constituants phénoliques dans certaines 

espèces végétales. 

D'une facon génerale, les obstacies principaux à l'extraction aes 

lignines par des solvan'is organiques sont: 

a) l'existence de liaisons chimiques entre la lignine et les 

poiyosicies véggtaux , 

b )  le poids moléculaire élevé de la lignine, 

C I  la formation probable de structures tridimensionnelies penaanî le 

processus ù'extraction ENIKITIN, 19621. 

En pius, FREUDENBERG (1968) considère que les iignines extraites avec 

des alcools et des acides minéraux comme catalyseurs sont inadéquates pour des 

études ae caractérisation, car ies iignines ainsi obtenues sont modifiées par 

l'addition de groupements alkyles et d'anions organiques de même que par àes 

réactions de condensation. 



IV.- Lignines industrielles 

1.-  Lignines alcalines 

La préparation de ce type de lignines 2 partir du Gois demaride un 

traitement hydrolytique très drastique (NaOH 5%, 130 à 170°C).En revanche, les 

lignines d'herbes peuvent être obtenues avec des rendements substantiels même 

avec des traitements alcalins modérés et à température ambiante {RECKMAN et al. 

, 19231. Les lignines alcalines peuvent contenir comme impuretés carbohydrates, 

silice et matigres proteiques. 

2 . -  Lignines Kraft 

Le procede Kraft est le plus utilise pour la fabrication de p&te 21 

papier. Les reactifs principaux utilisés pour la delignification dans la 

methode Kraft çont la soude et Le süLfure de sodium. Los conditions 

Ù'alcaiinité et de haute temp4"ature conduisent 2, ?a formation des 

thioligninos ( F i g u ~ e  6 b, page 19) qui, par condensation ulterieure, donnent 

la li;:nine KRAFT. 

3 . -  Lignines au sulfite 

Les lignines au sulfite sc)nt preparées par passage de Ç02 sur une 

colonn~ d e  CaCO, ou Mg0 ou dans une solution d'ammoniaque ou de soude. La 

concentration totale de SU, (en poids) dans ?a solution est de 4 à 7%. Cette 

proréduri produit des lignosulfonates {ÇARKANEN, 19711 (Figure 6 a, page 19). 

Les diff&ents produits obtenus par les procédures precedentes 

doivent en principe posséder des caractéristiques physicn-chimiques 

différentes les uns des autres, car les conditions pour leur obtention 

diffPrent. Cependant, MONTIES (1982) signale que pour les lignines 

d'extraction soluhles, malgr6 les variations en polydispersité résultant de la 

procédure d'extraction utilisée, certains paramètres analytiques tels que 

l'ahso~ption dans l'ultraviolet et l'infrarouge, l'indice de réfraction, la 
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Fig. 6a : Structzrre proposée pour l e s  2 ignosu2fonates 

Fig. 6b : Struc ture  proposée pour l a  l i g n i n e  KRAFT 



viscosité intrinsèque et la forme des agrégats vus en microscopie électronique 

ne montrent pas de différences importantes d'une lignine à l'autre. Cette 

particularité des lignines d'extraction soluble est très utile pour des études 

de biodégradabilité de lignine, car elle permet de choisir la méthode 

I d'extraction la plus adaptée à chaque type d'expérience. 



Lfi B I O D E G R f i D f i T I O N  D E S  L I G N I N E S  

E T  D E  L E U R S  D E R I V E S  

Il existe aans la nature des mécanismes biologiques de dégradation de 

la lignine qui empêchent l'accumulation cie ces molécules et qui permettent 

leur réincorporation dans le cycie biologique Qu carbone. X i  semblerait que ia 

biociégraciation de ia lignine soit ie résultat de l'action coombinée de 

différents champignons et bactéries constituant la microflore du sol. 

EJANSXEKAR et FIECHTER, 19832. 

A.- LA DEGRADATION DES LIGNINES EN AEROBIOSE 

1.- Champi~nons capables d'utiliser la lignine 

Selon le type de détérioration qu'ils provoquent aans ie bois mort, 

sur lequel iis se aéveioppent, les champignons ligninoiytiques sont ae trois 

types, à savoir: 

- les pourritures blanches ou pourritures cubiques (Basiaiomycètes et 

quelques Ascomycètes), 

- les pourritures brunes ou pourritures fibreuses (Basiàiomycètes) 

- et les pourritures molles (Asconycètes et Fungi imperfecti). 

11 est généralement accepté que ies polymères complexes ae la lignine 

sont à'aborà attaqués par les 8asidionycètes et substantiellement dégradés par 

quelques Ascomycètes et Fungi imperfecti [ K i R K ,  1 9 8 i I .  

Les champignons de la pourriture blanche attaquent les poiymères de 



l lignine, occasionnant la rupture des liaisons inter-lignols telles que Ca-CB, 

B-aryl éther, Cl-Cct et liaisons des cycles aromatiques (Figures 1 et 4, pages 

1 

4 et 8). 

Une oxydation du Ca et de liaison Ca=CB est aussi possible de même 

qu'une hydroxylation aromatique et une démPthylatior-1 des groupes méthoxylés. 

l Les charripignons de la pourriture molle sont capables de dégrader le 

/ bois dans des conditions d'humidité élevée. Ce type de pourriture dégrade la 

/ lignine de facon lente et incomplète. La caractéristique principale de la 

i pou:-riture molle est la dimiriution de la résistance mécanique de la surface 

* .- des tissus vegetaux attaqu4s. Du point de vue chimique, TROJANOWÇKY (1977) 

considère que les champignons de pourriture molle sont capables d'attaquer les 

groupenents m6thoxyles. les liaisons aryl-alkyl éther des maillons propane, et 

d1o:1vrir les noyaux aromatiques. Ces rPsultats ont &te vérifies par KIRK et al. 

(7981 ) ,  q~-~oiqu'en utilisant des souches différentes de pourriture molle. 

En ce qui concerne la pocrriture brune, ces champignons sont 

f ondameritalerriint humif ères et provoquent seulement des changements limités 

dans la lignine. Ce type de pourriture déconpose principalement les polyosides. 

Cepei-idant. certaines altérations, telles que la démétfiylation des groupemer-~ts 

m4thoxyles, l'hydroxylation ammatique et une oxydation limitée des chaînes 

latérales ont ét6 d&tect&s. Les champignons de pourrituri brune nlouvterit pas 

les anncaus aromatiques de façon efficace [ODIEH, 1986;. 

Selon KIRK [1973 et 19751, la difference essentielle entre les 

pourritures bruries et les pourritrires blanches du point de vue de la 

dPgradation de la lignine réside dani le fait que les champignons de 

pourriture brune ne passedent pas les enzymes capables d'ouvrir les noyaux 

aromstiques. 



La pourriture brune, d'ailleurs, ne semble pas non plus capable 

d'attaquer les maillons propane, ni posséder la quinone oxydoréductase, enzyme 

que l'on trouve chez les champignons de pourriture blanche CODIER, 19861. 

A part le type de champignon utilisé, le type de lignine affecte 

aussi la vitesse de dégradation de la lignine. En général, la lignine des bois 

durs (angiospermes) est plus facilement dégradée par les champignons que le 

bois des bois tendres (gymnospermes) CJANSHEKAR et FIECHTER, 19831. HIGHLEY 

(1982) remarque que le type plus que la quantité de lignine constitue un 

facteur important dans la lente dégradation des bois tendres. 

Finalement, il faut remarquer que la pourriture blanche est le type 

de dégradation fongique de la lignine la plus importante et que l'espèce la 

plus étudiée parmi les champignons de pourriture blanche est Fhanerochaete 

chrysosporirtm. Les ligninases de F. chrysosporium or-it été mises en évidence 

par KIRK et al. (1978 et 19821, BUSWELL et al. (1982), LEATHAM et KIRK (19831, 

BUSWELL et al. (1984). Récemment, KIRK (1986) a signalé la caractérisation, 

purification et production des ligninases ainsi que son utilité potentielle. 

II.- Actinomvcètes utilisateurs de lignine 

Parmi les Actinomycètes, Streptomyces viridosporus a montré une 

activité ligninolytique importante; CRAWFORD et POMETTO III (1983) 

rapportaient jusqu'à 30% de dégradation de la lignine d'un substrat 

lignocellulosique après incubation à 37OC, pendant huit semaines, dans des 

cultures à l'état solide. Dans la lignine dégradée par les Actinomycètes, on 

notait une baisse en carbone et un enrichissement en oxygène et hydrogène, 

ainsi qu'une déméthylation extensive, ce qui amène à considérer l'action de S. 

viridosporus comme essentiellement oxydative CCRAWFORD et al., 19821. 



Des Actinomycètes capables de dégrader la lignine tels que Nocardia, 

Streptomyces, Thermonospora, flicronospora ont été identifiés par plusieurs 

chercheurs [CRAWFORD et al., 1979, 1982 ; DESCHAMPS et LEBEAULT, 1980; 

GRADZIEL et al., 1978 ; Mc CARTHY et BRODA, 1984 et TROJANOWSKI, 19771. 

La souche de Nocardia isolée par TROJANOWÇKI et al., 1977 est capable 

d'attaquer des DHP (déhydroxypolymères de lignines) marqués au niveau du cycle 

et produire 14C02, ainsi qu'au niveau du maillon propane ou des méthoxyles, et 

même la lignine de maïs marquée. 

Dans leurs études sur l'activité ligninolytique des Streptomyces, 

CRAWFORD et al. (1979, 1982) ont trouvé que Streptomyces flavovirens était 

capable de produire des pertes de poids de phloème de Pin de DOUGLAS allant 

jusqu'à 47% en 12 semaines. L'attaque s'effectue surtout sur la fraction 

polysaccharidique des parois végétales, mais la lignine montrait une certaine 

déméthylation et décyclisation. D'autres espèces de Streptomyces ont été 

signalées comme ligninolytiques ECRAWFORD, 1978 ; PHELAN et CRAWFORD, 19791; 

cependant, les taux de biodégradation restaient faibles. Deux souches de 

Streptomyces apparaissent comme les plus actives, Streptomyces badicus 252 et 

Streptomyces viridosporus T7A, qui peuvent dégrader jusqu'à 10% de la lignine 

en "CO,. 

HAIDER et al. (1978) ont comparé l'activité biodégradative de 

diverses souchês de Nocardia ; ils considéraient qu'étant donné que les 

souches étudiées étaient non cellulolytiques, l'attaque sur la lignine était 

limitée essentielfement par son accessibilité. 



III.- Action des levures sur la limine 

Certaines levures telles que Candida ont été cultivées dans un milieu 

contenant glucose et lignine KRAFT [CLAYTON et SRINIVASAN, 79811. L'analyse 

par chromatographie sur gel a montré la disparition des aranatiques de petit 

poias moléculaire et l'apparition d'intermédiaires. Ceci a été interprété . 

comme un indice de àégradation. BOURBONNAIS et PAICE (1987) ont isolé un 

champignon ressemblant à une levure (Aureobasidium pullulans) capable de 

pousser dans un milieu avec guaïacyl glycérol-a-guaïacyl éther comme seule 

source de carbone. Ce microorganisne poussait aussi sur des monomères 

phérioliques, tels que cinnamaldéhyae, syringaldéhyde, vanilline et 

veratraldéhyae. 

Ces études montrent que la ressemblance physiologique entre levure et 

champignons pourrait s'élargir jusqu'à la capacité de dégradation de la 

lignine. Des expériences restent à réaliser pour démontrer cette possibilité. 

IV.- Démadation aérobie àe lignine par des bactéries 

Piusieurs bactéries aérobies non ceiiuloiytiques gram-négatives ont 

été signalées ~ o m ~ c  é;ant capajies cie Qégraùer lignines au aioxane et les NWL 

de peuplier avec des rendements ae biodégradation de 4 à 20% àans une période 

ae '7 jours (pourcentage estimé à partir de i'absorbance à 280 mm ae ia lignine 

résiàueiie dans le mélange dioxane-eau) [ODIER et al., 19811. Ces souches ont 

été icientlfiées comme Fsendomonas, Xanthomonas et Acinetobacter. 

Des observations semblables avaient été réalisées par KAWAKAMI ( 1 9 7 5 )  

avec àes différentes souches de Pseudomonas, zais surtout, ii a isolé un 



Pseudomonas ovalis qui dégrade l'acide vanillique via l'acide p- 

hydroxybenzoique et non en acide protocatéchique comme c'est le cas général 

chez les Pseudomonas. MONTIES (1981) a montré par microscopie électronique que 

les parois primaires et secondaires du bois de peuplier pouvaient être 

délignifiées par Pseudomonas. 

Les bactéries ont été aussi employées pour des expériences sur la 

dégradation des lignines industrielles, la biodégradation de dichlorophénol et 

d'autres chlorobenzoates a été démontrée [NEILSON, 19811. L'utilisation 

significative de la lignine KRAFT (16-98% en 5 jours) par des bactéries 

mésophiles et thermophiles a été rapportée par DESCHAMPS (1980). Cependant, 

JANSHEKAR et al. (1981 n'ont pas pu reproduire ces résultats en utilisant la 

souche d'aeromonas la plus active. Ces auteurs remarquent la possibilité de ce 

Sue certaines bactPries puissent dégrader la lignine uniquement en association 

avec d'autres souches. 

Des souches de Klehsiella planticola ont dégradé ?ignosulfonates, 

lignines KRAFT purifiées et monomères phénoliques, montrant que le catabolisme 

des phénoliques dans ces bactéries ressemble à celui des Fseudomonas [COLONNA 

CECCALDI  et al., 19871. 

En utilisant des modèles tétramères de lignine, JOKELA et al. (1985 

et 7 9 8 7 )  ont démontré qu'une culture mixte de bactéries provenant d' effluents 

de papeterie était capable d'utiliser les oligomères synthétiques de la 

lignine comme source de carbone. Par identification des intermédiaires JOKELA 

et al. (1987) ont établi la voie càtabolique de ces composés. Ils concluent en 

l'existence chez les bactéries d'une séquence de réactions de dégradation des 

modèles de lignines cgmplètement différente de celle observée chez les 

champignons. 
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En travaillant sur des effluents de papeterie, RAABE ( 7 9 6 8 )  avait 

remarque que ceux-ci ne sont que partiellement dégradés dans l'environnement 

aquatique. Des observations semblables ont été réalisées par CRAWFORD et a l .  

(1977) qui, d'ailleurs, ont signalé que les fractions de iignine de poids 

moiécuiaire moins élevé, étaient attaquées plus rapidement par les bactéries. 

Ces auteurs considèrent que les changements chimiques introduits dans la 

iignine produite par des procédés industriels (méthode KRAFT) peuvent réduire 

la biodégrabilité de ce type de lignines. 

En revanche, FORNEY et REDDY (1982) ont préparé une culture mixte ae 

22 souches de Fseudomonas capable drutiiiser ;a fraction de poids molécuiaire 

pius élevé Se la lignine KRAFT comme seule source cie carbone. A la Bifference 

des expériences Se CRAWFORD (1977) dont le milieu Be culture consistait en aes 

échar?til:ons du sol ou a'eau auxquels on additionnait la iignine, FOiINEY et 

RZDDY (:982) ont utilisé un miiieu synthétique dépourvu ae glucose. D'autre 

part, l'aération cians les cultures je FORNtY et RHDDY (1982) était réalisée 

par convecCion, tandis que CRKWFORD utilisait une circulation a'air forcée. 

Ces cieux facteurs po~rraient expliquer le aésaccora entre les résuitats 

?rPsentés par ces cieux groupes. 

Conclusions sur la dégradation aérobie ae la limine 

L'état actuel du aéveioppement des connaissances sur ies mécanismes 

Se la biodégradation aérobie ae la lignine, essentieiLement chez les 

champignons, permet d'envisager la proauction au niveau semi-inaustriei des 

enzymes ligninolytiques [HATALKA et al., i987, WILLERSHAUSEN e t  al., 19871. De 

même, la manipulation génétique est déjà employée afin ci'améiiorer la 

performance aégraciative des champignons [SJOSTROX et a l . ,  1987 ; ALIC et al., 

- 987 ;  KATAYAMA et al., i987I. Les dernières découvertes sur la non spécificité 
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des ligninases isolées des champignons, ont permis de considérer son 

utiiisation pour la aégradation d'autres composés aromatiques polluants tels 

que le pyrene LHAMMEL et al., 19871 ou bien des tannins, mélanines, composants 

au pétrole et des molécules abiotiques (créées par i'homme) IKIRK, 19873. 

Maigré tous ces développements, au niveau de l'application industrielle, 

beaucoup de points restent encore à étudier avant d'arriver à obtenir un 

procédé performant pour la dégradation et valorisation de la lignine par cette 

voie. 

B.- LA DEGRADATION ANAEROBIE DE LA LIGNINE 

1.- Catabolisme des composés aromatiques en anaérobiose 

Dans les voies aérobies ou le mécanisme fonaamentai ae rupture des 

structures aromatiques implique l'utilisation aes enzymes du type mono et ai- 

oxygénase, l'oxygène est donc essentiel car il est incorporé dans les produiis 

àe réaction [KAYAISHI, i 9 6 4 i .  Sn revanche, dans les environnements anaérobies 

où l'oxygène libre est absent, les seules options aisponibles pour le 

catabolisme àes aromatiques sont i'hydratation ou l'hydrogénation suivie par 

une rupture non-oxydative du cycie aromatique. L'a~ciition d'eau n'a pas été 

observée, elle semble d'ailleurs thermodynamiquemen? improbable [EVANS, 19771. 

D'sprès DUTTON et EVANS (19681, ;a dégradation àe substances aromatiques en 

anaérobiose, utilise le mécanisme de réduction initiale au cycle aromatique. 

EVAXS (1977) considérait qu'il existe au moins trois types de 

conaitions biologiques aans lesquelles il est possible a'observer une 

Gégraàation anaérobie des noyaux benzène, à savoir: 



1 )  Le ~hotométabolisme anaérobie 

Il nécessite la présence d'une membrane lumière-dépendante liée à un 

système redox de translocation de protons. Ce type de dispositif serait 

présent dans la famille des Athiorhodaceae (Figure 7, page 30). 

2 )  Le métabolisme anaérobie du benzoate par la "respiration nitrate" 

Une culture mixte, formée par deux organismes différents, a été 

isolée par OSHIMA (19b5) 2 partir du sol. Ces bactéries étaient capables de 

pousser en anaérobiose sur une variété de substrats aromatiques en présence 

obligee du nitrate. Notons qu'une souche de Fseudamonas (PN) a été décrétee 

par TAYLOR et a l .  (1970, 1072) comme ayant, aussi, un m4taboliçme anaProbie 

nitrate-dépendant d'acides aromatiques. Le rn6canisme de dégradation proposé 

par EVANS (1977) (Figure 8, page 30) peut être resumé considGrant qu'il est 

formé pa- une phase reductrice réalisée par un reducteur du type ferredoxine 

suivie par une séquence de B-oxydation et une rupture des cycles aromatiques 

vers la formation d'acides aliphatiques, Ptant donné que ces acides 

aliphatiques servent comme sources de carbone et dlGnergie, une partie doit 

être oxydée et les coenzymes réduites résultantes doivent être ré-oxydées par 

une voie di translocation de protons au niveau de la memktrane. Ce systeme est 

Sranche au nitrate par la chaîne de transport d'électrons 2 travers de la 

nitrate iédrictase. 

La reduction du nitrate a été obiervé dans tous les types de sol, les 

boues activées et dans les sédiments marins et des eaux douces [JETER et 

INGRAHAM, i9811 ce qui menerait à considérer qu'il existe un potentiel pour la 

di-.--- 31imulatior: d'aromatiques via nitrate dans tous ces environnements CÇLEAT et 

ROBINSON, 19841. 
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HUTBER et RIBBONS (1983) ont détecté chez R. pa2ustris une activité 

benzoylCoA synthétase dans des conditions aérobies et anaérobies comme réponse 

au benzoate ou phényl-hexano-carboxylate. L'induction de cet enzyme fournit 

l'évidence concernant la nature du substrat pour la réduction des cycles 

aromatiques. On considère que ce mécanisme joue un rôle important dans la 

dégradation de composés aromatiques simples dans des environnements anaérobies 

aquatiques et du sol. 

Le mécanisme d'oxydation anaérobie du p-crésol a été décrit par 

BOSSERT et YOUNG (1986).  Une souche dénitrifiante nommée PC-07, était capable 

d'enlever le groupement méthyle par des réactions de déshydrogénation pour 

produire le p-hydroxybenzoate. Les électrons enlevés au p-crésol étaient 

acceptés par le nitrate qui était réduit en N2. La séquence de réaction 

proposée par BOSSERT et YOUNG pour cette transformation est indiquée à la 

Figure suivante (Fig.9). 

CHO COOH 

OH OH OH 

F i g .  9 : Voie métabolique proposde pour l'oxydation anaérobie du p- 

crésol en p-hydroxybenzoate dans des conditions dénitrifiantes. 

/pHBzalc=alcool p-hydroxybenzilique; pHBzald=p-hydroxybenzaldehydel 



Ce mécanisme diffère de celui proposé par BAKKER (1977) qui implique 

une hydrogénation suivie d'une rupture du cycle aromatique sans métabolisme du 

groupement méthyle. Un deuxième organisme (PB-04) était capable de cataboliser 

l'acide p-hydroxybenzoïque, toujours en utilisant le nitrate comme accepteur 

d'électrons [ B O S S E R T  et al., 19861. 

3 )  La fermentation méthanique par des cultures mixtes. 

a) Le cas du Genzoate: 

La transformation de certains composes aromatiques en méthane ei-1 Ci), 

a et& démontrée par TARVIN et EUÇWELL (1934). Le mécanisme biochimique de 

cette transformation implique la réduction préalable du cycle ~roxatique, 

cependant les composés intermédiaires résultant de cette réduction varient 

selon le tyne de culture utilisé [RALBA et EVANS, 1977 ; K E I T i  e t  al., 1578 ; 

ÇCHLOMI e t  al. , 1978 1 . 

FERRY et WOLFE (1976) ont signalé la nécessitg de la présence d'un 

consortium bactérien pour la méthanisation du Genzoate. Le rn6tabolisme 

~inaérokliq~ie du beriznate par cies . loies méthanogenes s'effectue eri plusieurs 

étapes, 1% prerrii&i3e, la reuuctinr-I et rupture dii rioyau aromatique est 

endergonique et elle doit étre li6e au stage de dégradation des acides 

aliphatiques (qui elles sont exergoniques) p~oduits durant la premiGi-e étape. 

Cetts d4gradatior-1 produit l'acétate, hydroggne et dioxyde de carbone dans des 

conditions de basse pression d'hydrogène [McINEKNEY e t  al., 19811. Les acides 

aliphatiques. générés par la première phase du rriétabolisrrie anaérobie du 

benzoate avaient et& idientifiés par KEITH (1972) et ultérieurement par EVANÇ 

(1977) qui a proposé le schéma suivant pour la méthanisation du benzoate 

(Figure i 0. page 3 3 ) .  
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Le schéma montre que le benzoate et le phénol pourraient être 

catabolisés via la cyclohexanone, mais aussi qu'il y aurait au total quatre 

voies possibles de dégradation du benzoate dont deux communes au phénol. 

Le schéma de méthanisation de l'acide benzoïque proposé par KEITH e t  

al. (1978) diffère de celui de BALBA et EVANS (1977) car il ne montre pas 

(Figure 1 1 )  la formation du 2-oxocyclohexane-carboxylate, ni de méthyl- 

cyclohexanone ou de cyclohexanone, mais il propose seulement la réduction du 

cycle aromatique suivie de la rupture de celui-ci et puis la formation des 

acides gras volatils précurseurs du méthane et CO,. 

Fig.11 : Voies métaboliques proposées pour la transformation de 

1 'acide benzoïque en CH, et CU2 par un consortium microbien. (I/=ac. benzoïque; 

(Il)=ac. 1-cycohexene-1-carboxylique; (III)=ac. cyclohexane carboxylique; 

(IVJ=ac. heptanoïque; (VI=ac. valdrique; (VI)=ac. acétique; (VIIJ=ac. 

propionique. 

L'apparition d'autres intermédiaires tels que le caproate a été 

souligné par SCHLOMI et al. (1978). La somme des réactions ayant lieu pendant 

la fermentation est la suivante: 



- benzoate + 4 H z 0  ---- > butyrate + acetate +Ha + C O a  

- butyrate +2 H,O ---- > 2 acétate +2 Hz 

- 3 H a  + 0,75 CO, ---- > 0.75 C H 4  + 1 , 5  H z 0  

- 2 acétate ---- > 3 CH, + 3 CO, 

---------------------------------------*----------------- 

- benzoate + 18 HzO ---- > 3.75 CH, + 3.75 CO, 

OU 

- 4 benzoate + 18 H 2 0  ---- > 15 CH, + 13 CO, 

b)  Aspects énergétiques de la dégradation anérobie des phénols 

La dégradation des composés aromatiques en anaérobiose présente 

généralement un bilan énergétique défavorable par rapport aux voies aérobies. 

Ceci est mis en évidence par les bilans de variations d'énergie libre (AG',) 

durant l'étape d'acétogénèse. 

- Eenzène: C6H6 + 6 H 2 0  ----- > 3 CH,COO- + 3 H+ + 3 Hz 

AG', = 72 ,23  KJoule/mole 

- Eenzoate: C7HsOz- + 7 H,O - - - - - >  3 CHZCOO- + 3 H+ + 3 H2 + H C 0 3 -  

AG', = 70,56 KJoule/mole 

- Phénol: 



C - 
11 est éviaent que les réactions indiquées ne peuvent pas se réaiiser 

I 

1 spontanément. C'est pour cette raison que FERRY et WOLFE (19761, supposant 

qu'il doit exister une consommation importante d'acétate de facon à Qéplacer 

l'équilibre vers ia décomposition des composés phénoliques. Cette utilisation 

constante ae l'acétate permettrait alors aux bactéries dégradatrices de 

benzoate d'obtenir l'énergie nécessaire pour l a  fission des cycies aromatiques. 

Ces observations viennent renforcer l'iùée qu'un consortium bactérien 

est nécessaire pour la méthanisation des composés tels que le phénol [HEALY et 

YOUNG, 19781. Ceci n'est pas le cas pour certaines molécules aromatiques 

subtiTuées tcatécho;, pyrogailol, acide gallique) dont les bilans énergétiques 

sont favorabies malgré l'accumulation d'acétate. Cependant, il a été observé 

lKE I3 ,  i9791 que i'association avec aes bactéries méthanogènes conduit à aes 

biians plus favorables. 

Des essais Oe marquage àes carbones àu benzoate réalisés par F I X A  et 

a l .  (i978) et SC=OMï (1978) ont montré que ia àécarboxylatior-i àu benzoate 

prociuit essentieiienent Qu CO,, alors que les carbones du cycle sont 

transformés en proportion pTesque égale en CX, et CO,. 

La probable carboxylazion au phénoi en aciae benzoique a été suggérée 

par NEÜFELD (1980) ; cependant, il n'apporte pas de précisions sur le 

njcanisrne. 

La saturation du cycle benzénique apparait comme une condition sine 

qua non pour ;a rupture et le catabolisme final du benzoate ou du phénol 

{KEITH et a R I a G E S ,  î978 ; FINA et BRIDGE, î978:. 

D'aut~e part, la coopération syntrophique entre les bactéries , 

1 1 

1 
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fermentatives aes aromatiques et des méthanogènes s'avéra indispensable pou, 

une dégradation complète de ces composés ESZEWZYK et SCHINK, 19851. Par 

exempie, la dégradation de l'hydroquinone et du catéchol dépend ae :a présence 

de bactéries oxydatrices d'hydrogène, comme schématisé à la Figure 12 (page 

38). 

4.- Dégradation de com~osés phéno;isues substitués 

Des composés aromatiques autre que le benzoate sont susceptibies àe 

aégraàation en anaérobioçe. Des produits Cie la iigninolyse ont été employés 

comme source de carbone par plusieurs chercheurs [HEALY et al., 1978, 1979, 

7980 ; SLEAT, i98i, y9832 cians des travaux sur la méthanisation de composés 

aromatiques. La transformation du tri-hyaroxybenzoate en acétate, par aes 

souches de Pelobacter acidigallici a été démontrée par SCHINK et PFENNIG 

(i982). l a  production cie méthane étair inhibée dans ces cultures par 

l 'aciait ion d 'acide bromo éthane suif onique ( BESA) . 

Les souches isolées par SCi-iINK et PFENNIG (1962), prociuisaient 1' 

acétate stoechiométrlquemen~ à partir de l'acide gallique, du pyrogallol, GU 2, 

4'6-:ri-hydroxybenzoate et ciu phioroglucino;. Le fait qu'aucune de ces souches 

n'était capable cie m6taboliser ie benzoate ou ;'acide cyclohexane-carboxyiique 

suggère que les mécanismes ae rupture Ses noyaux benzéniques substitués sont 

différents de celui au benzoate i=tAT et ROalNSON, :9841. Cepenàant, OSHIKA 

( 1 9 6 5 )  et d'autres auteurs comme TAYLOR et a l .  (1970) et WILLIAXS et EVANS 

( i 9 7 3 )  avaient àémontré que les organismes capables de cataboiiser ie benzoate 

avec le nitrate comme accepteur d'électrons pouvaient aussi métaboiiser 

a'autres composés aromatiques. TAYLOR et al. (;970) ont suggéré que le 

benzoate constitue un intermédiaire centrai  ans la dégradation de composés 

aromatiques tels que n- et p-hydrobenzoate, protocatechuate,phenylpropionate 

et O-hyaroxybenzoate. Cette opinion est aussi partagée par EVANS (7977). Dans 



Fig. 12 : Biodégradation anaérobie de Irhydrüquinone et du catgchol 
(SZEIJ7YK et UCHINK, 19551 



l e u r  é tude  s u r  l1esp&ce Maraxel la ,  WILLIAMS e t  EVANS ( 1 9 7 5 )  ava ien t  montré que 

l o s  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  benzoate e t a i e n t  a u s s i  capables  d e  dégrader  

d ' a u t r e s  subs t ances  aromatiques,  t e l l e s  que benzaldehyde, a l c o o l  benzyl ique,  m- 

et p-hydroxybenzoate, phény lacé t a t e ,  cinnamate, p-hydroxycinnamate, a c i d e  

café ique  e t  ph lorogluc inol .  Ce t t e  b a c t é r i e  n ' é t a i t  pa s  capable  de  dégrader  l e  

phénol,  le ca théchol .  l e  s a l i c y l a t e ,  l e  p h t a l a t e ,  l e  g e n t i s a t e  e t  l e  

phen:? l p rop iona te  . 

S ' i l  e s t  v r a i  que l a  présence de  c u l t u r e s  mixtes e s t  n4ces sa i r e  pour 

l a  méthanisat ion des  s u b s t r a t s  phénoliques,  l a  f i s s i o n  des  noyaux aromatiques 

ne dépend pas  d e  1 1 a c t i v i t 6  d e s  rnethanogènes. 

Ceci a é t é  v é r i f i e  pa r  K A I S E R  e t  HANSELMAN (1982) dans  des  c u l t u r e s  

dlenrichis-r;ement obtenues à parti:. d e s  sédiment5 d'uri l a c  d ' eau  douce, eri 

u t i l i s a n t  s y r i n g o l s .  c a t é c h o l s  e t  g u a ï a c o l s  conne s u b s t r a t s  e t  par  i n h i b i t i o n  

de  l a  rnëthcx-togGnP~e avec l e  bromc &hane s u l f o n a t e .  

La méthanisat ion d e s  phéi-iols a e t 6  r appor t ée  par  HEALY e t  YOUNG 

(1978) .  I ls  ont  uti!is:S ph4nol e t  c a t r r h o l  dans  des  e s s a i s  d ' acc l ima ta t ion  e t  

pour des  c u l t u r e s  d 'enr ich issement .  L'inoculum pour ce5 e x p 6 r i e n c e ~  provenai t  

de  f l u i d e  du rumen. Un grand nnmbr~ d ' a u t r e s  nonorneres phénoliques s u b s t i t u e s  

a é t é  em?loyP p a r  HEALY e t  YOUNG !1'?7?) dans d e s  e s s a i s  de  rn6thanisation. Ils 

ont  t rouv4 que l e  temps d e  l a t e n c e  ( l a g  pl-lase), l a  product ion de  gaz e t  l e  

rendcr!ent f i n a l  de  conversion en mPthani e: dioxyde de  carbone dependent du 

type  de  s u b s t r a t .  En revanche,  l a  f i s s i o n  du noyau aromatique e s t  4vident  pour 

t o u s  ? e s  composés. Par  a i . l l eu?s ,  l a  popula t ion  bac tér ienne  q u i  pousse s u r  un 

type d i  s u b s t r a t  pos+de peu de s p G c i f i c l t 4  p a r  r appor t  au composé phénolique 

- - de  di'?d~-:, a~rir;; p l u s j  e i~ r r ;  composés d e  s t r u c t u r e  s i m i l a i r e  peuverit ê t r e  

rr:Ptabc,7 i s P s  pa r  tir-te F P F I ~  cu1tr:x-e (Tah l i au  1 , page 4 0 )  . 
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Le métabolisme Ses substituants des composés aromatiques constitut 

aussi un point d'intérêt, dans i'élucidation des schémas métaboliques 

anaérobies de ce type de molécuies. FRAZER et YOUNG (1986) ont isoié une 

souche (TH-001) anaérobie stricte O-déméthoxyiante. Leurs résultats montrent 

que le groupement méthoxyle est utilisé comme un substrat de croissance 

monocarboné ; ainsi ils inaiquent que pour chaque carbone méthoxyiique 

transformé en acétate, il y en a deux qui sont oxyàés en CO,. Le métabolisme 

àe O-[méthyl-l4C1 vanlilate par la souche TH-00; a été résumé par l'équation 

suivante : 

La 6éméthyiation cie moiécules lignoaromatiques par Fseudomonas sp. 

aans 9es conditions anaérobies a été rapportée par TAYLOR (;963).La souche 

utilisée pour ces expériences était capable de cataboiiser en anaérobiose le 

fcrulate guaïacol,3,4,5-trinéthoxycinnanate-3,4,3-trithoxybenoate. La 

démé:hy;ation àe ces conposés éîai? égalenent observée en aérobiose, mais la 

spéci?lci:é ciu système anaérobie était plus vaste. 

3eux souches identifiées conne Acetobacterium woodii ont été isolées 

par 3ACHZ et PFSNKIG (1981)  dans des cultures anaérobies àrenrichissement. 

L'u~ilisa~ion àe ! O  composés phénoliques conme seule source ae carbone amène à 

;'observztion de réactions ce déméthoxylation. Cette observation était 

vérlfiée en utilisant des cultures pures ae A. woodii qui étaient capabies 

à'utilise. aussi Sien le méthanoi que les groupements méthoxylés pour les 

convertir en acétate. 

ün schéma hypothétique de la àégradation anaérobie d'acide syringique 

a ét6  proposé par KAISER et HANSELMAKK (1982) (Figure 13, page 42), où la 



Fig. 13 : Voies métaboliques proposées pour la dggradation anaérobie de 
l'acide syringique [ K A I S E R  et HANSELMANN, 19821 



déméthoxylation apparait également comme le premier pas dans le catabolisme 

des phénoliques, ces auteurs signalent aussi la nécessité de la présence d'une 

multiplicité de différentes espèces de bactéries pour arriver à ob- >erver ut-ie 

minéralisation complète de ce type de composes, car les interactions 

symbiotiques sont responsables de la régulation énergétique et de l'efficacité 

de ln réaction. Ces interactions déterminent le type et la quantite de 

produits métaboliques finaux. La population bactérienne présente dans ces 

cultures pourrait diviser en trois types physiologiques ( 1 )  un-groupe qui 

enlève les groupements méthoxyle (2) les bacteries responsables de la rupture 

ferrnentative du cycle ammatique des acides Genzoiques hydroxylés et des 

Senzènis et ( 3 ? ?es [n&that~og&r-ie~ autc)tropfie~. 

K A I S E R  et HANÇELMANN (14826) proposent que les voies du catabolisme 

des aromatiques doivent coiiverger vers des composés plus sirriplec; corrtme le 

~$~?-1o.~2.?lol, le catéchol or1 le phéi-iol (f igure 14, page 4 4 ) .  A cela doit Gtre 

ajout& lTr)h-,ervation de HSP,LY et YOUNG (19791 sur 11 fait qu'ur-ie culture 

enrichie sur acide s y r i n g l q u i  soit capable d'utiliser la vanillirie et vice- 

vi?rsa g ~ â c r '  .& l'interconvrrsiori par dém4t!-io>rylatiori de l'acide syririgique en 

vanillirit.. 

Les interm4diairé~ principaux dans la minéralisation des composés 

a~omatiques sont directerrtitlt mGtha:-~isables par des f lares préaiabl~mer~t 

adapt6c-s : 

a )  le phénol, dont la voie probable de degradation a été décrite 

auparav.3r-1 t . 

b )  le catéchol, rnPthanisé dans les condit ioris décrites par HEALY et 

YOUNG ! 1 978 1 



Fig. 14a : Minéralisation de corfiposés aromatiques sztbstitu6s. /11=1,2,3- 
trihydroxybenzène,: (21=ac. galliqtte; (31=1,3-dirn4thoxyphQnol; f41=ac. 2,3,4- 
trihvdroxyhenzaïque; (51=ac. sinapiqrte; (61=ac. 3,4,5- triméthoxybenzoïqzte; ( 71=ac. 
syringique. 

Fig. 14b : Transforrnat ion des arornat iqrtes substi tues en cat6chol . 
IlI=cat4chol: (2/=ac. 4-hydroxy-3-m&thoxycinnarnique; f31=2-m&thoxyph4nol; 
<41=vaniZline; (51=ac. vanilliqzte; (61=ac. protocat4chuique; (71=ac. vgratriqne; 
f81=1,2-dirn4thoxybenzSne; (91=ac. 2,3-dim4thoxybenzoi'que. 



(1 1 (211 (31, (4 ) 

D 

1 Decarboxylat ion l 

Isom6risat ion 

HO OH HO 

OH ?Je&OH ( 6 )  1 QOH 

(5)  
1 
1 3 H20 

(7)OH 

f 

,A 
F i g .  15 : Transformation des composés ph6noliques hydroxylés en 

ana6rohioçe (SAHAIN ,  comrounication personnellel 



phonylpropionic ccid 
I 

>hir.y lace tic 3c:d 

3 y Z O l C  A C I ~  ~ e ~ b o x y l i c  a d  

2H 

i I 
/ I 

1 
ccrooxyiic aud 

! 

i 0  H 
1 
l 

/ !/ 
1' 

/ .  

CSOH 
! oaioic 3c1d pimeiic rc;a 

/ 
/ 

/ 

vc! era t e 
/' 1 

f.zrrnz;e . I P -  
1 L.  . "  

l : Sutyrate ace!ale i - 
8 -  2 

hycj~cgen i I orcoicncre 



M:tr=:o m ' 3 n a f r  
ISJC'~:~-O: e f n c r e  

CS- - .-.a -,-- 
S ï ? \ c r e  ccr'3:e 

- . .a  ".df 

I - 
~rs=ii:jra:e i 

F i g .  17 : Voies m e t a h o l i q u e s  prapasées  potrr l a  rngthaniriatian du f e r u l a t e  
/GRBIG-GALIC et  Y(I(lNC:, 19851 



C) le pyrogallol, qui est dégradé par Felobacter acidigallici [SCHINK 

et PFENNIG, 19821 ainsi que par la souche de AG2 isolée par SAMAIN 

(communication personnelle) qui utilise l'acide gallique et d'autres composés 

hydroxylés dans une fermentation homoacétique qui produit le phloroglucinol 

comme compos4 intermédiaire (Figure 15, page 45). 

HEALY et YOUNG (!98O) ont suggeré l'existence d'une voie de 

dégradation commune pour les composés aromatiques dans lesquelles des acides 

gras volatiles tels que le propionique, butyrique, isobutyrique et 

isova:$~-.ique (Figure 16, pase 4 6 )  apparaissent comme produits de la rupture 

des cycles aromtiques. 

Les intermédiaires de la dégradation de l'acide ferulique identifiés 

F1ar HEALY et YOCING ( 1  980) sont le cyclohexar-ie carboxylate, le berizoate, le 

phenyl acetatz et le phényl propionate. 

nani une publication récente GRBIC-GALIC et YOUNG (19G5) signalent 

1 ' irjent if icatioi-1 des composés intel-médiaires de la biodégradatiori anaérobie du 

férulate on CH, et COz. A partir de ces re~.iltats, ces outeurs proposent un 

schémz plus co.rr!!p?et et dotaillé de la m6tfianisatiori du fér~late (ligure 17, 

page 47 ) . 

Ce->endarit , OHMIYA et a l .  ( 1 ?C6 signalent i ' importarice de 

1 ' env~roi-ir-iement sui7 lei mecar-tismes ~ P S  trai-isf cirmat ions des arorriat ique.;. 1 is 

comparent les intermediaires produits lors du catabolisme du ferulate par des 

bacteries isolees du rumen, essentiellement une souche de Woline l la  

scfccinogenes. avec ceux rappcirtés par GKBIC-GALIC et YOUNG (1985) arialysis 

pendant 1' incub~ttion des bacteries (culture mixte) de boues d'un digesteur. 

Lis ?Gdctions ?&crites par OHMIYA (1986) sont indiquées .% la Figure suivante 

(Fig. 18) .  



Fig. 18 : Transformation des composés aromatiques dans le rumen 

D'après OHMIYA et al. (1986)  leurs résultats suggèrent que l'acide 

férulique peut être modifié par la voie des anaérobies du rumen qui n'est pas 

forcéinent la même que celle des bactéries de boues du digesteur telles que 

celles utilisées par MEALY et YOUNG (1980).  

Les études sur l'isolement ces bactéries capables de transformer 

partiellement les co~posés aromatiques en anaérobiose se sont multipliées ces 

derniPres années. Le but initial est de connaitre la biochimie de ces 

transformations CEACHE et PFSNNIG, 1981 ; MOUNTFORT et ASCHER,  19863 mais 

aussi d'essayer de combiner diverses organismes, les uns capables d'ouvrir le 

cycle benzénique et d'autres, méthanogènes optimisés qui seraient ensemble 

capables de djgrader complètement, des mélanges complexes d'aromatiques tel 

que l'ont montré KREIKENBOHM et PFENNIG (1985). 

r 
L'inhibition de 13 rnéthanogénèse par addition du BESA provoque la 

formation de nornbreux produits interrnéclaires, qui normalement n'apparaissent 

pas quand on utilise une population rnixte préalablement adaptée à la 
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dégradation anaérobie àes composés aromatiques dérivés de lignine (Figure IL, 

GRBIC-GALIC, i9861.  Cette capacité des bactéries dégradatrices d'aromatiques 

pourrait être utile pour le5 procédés de traitement de composés poiluants 

générés par ies activités humaines. 
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;'oxydztion anaérobie ae cosposés phénoliques posséàant substituants 

hydrcxyles et halogénés tels que ie phénoi,ies isomères ortho, méta et para au 

ch;orophénol, le néthoxyphénol (crésol) e? le nitrophénol a été examinée àans 

Ces cultures anaérobies sur boues Se digesteur. La mé:hanisation complète aes 

: 2  coiipctsés analysés a été observée, cepencian? la présence àe groupements C1 

et KO, inhibent la proauction méthane. La re~uction et ia substitution 

ultérieure ùes groupements substituants étaient ies premiPres réactions avant 

la ginéralisation des molécules aromatiques ;3OYD et al., 19831. 

Une souche de Desulfobacterium phenolicum a été aàaptée à pousser sur 

phénol comme seule source de carbone et cionrieur d1é;ectror-ts faAK et WIDDEI,, 

- 9 8 6 : .  Une fois adaptée la souche a été aussi capable à'oxyder le benzoate. le 



phenylacétate, le 2-hydroxybenzoate, le 4-hydroxybenzoate, le 4- 

hydroxyphénylacétate, le p-crésol, l'indole, l'acide anthranilique et la 

phénylalanine. Le sulfate agissait en tant qu'accepteur d'électrons. Cependant, 

l'oxydation complète de substrats autre que l'acétate et le phénol n'a pas été 

démontrée. D'ailleurs, les expériences de BAK et WIDDEL ( 1 9 8 6 )  montraient la 

possibilit6 de l'existence d'une autre voie dégradative pour le phéno1,car la 

souche Ph01 isolée par eux, ne dégradait pas le cyclohexanal, la cyclohexanone, 

l'adipate ou le n-caproate, qui ont été indiqués par BALBA e t  al. (1980) comme 

intermédiaires de la dégradation anaérobie du phénol. 

YOUNG et RIVERA (1985) soulignent le rôle central du phénol en tant 

qu'intermédiaire commun de la dégradation des composés phénoliques substitués 

soit par des groupements méthoxyles, méthyles ou hydroxyles, ou bien par des 

halogènes, principalement de chlore. En plus, les auteurs cités signalent que 

malgré le fait que les phénols puissent être méthanisés, plusieurs facteurs 

méritent d'être pris en considération, à savoir: 

a) les périodes d'acclimatation des populations microbiennes à ce 

type de substrats sont relativement longues, et elles dépendent du composé à 

dégrader. 

b)  une adaptation graduelle, par l'utilisation au départ, de 

substrats non toxiques pourrait être nécessaire. 

C) l'optimisation du temps de rétention de la population microbienne 

adaptée constitue un atout considérable dans ?a conception du procédé. 

Le schéma proposé par YOUNG et RIVERA (1985) est présenté à la Figure 

suivante (Fig. 20). 
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Fig. 20 :Voies métaboliques proposées pour la méthanisation des 

composés ph4nol iques si~hst i tués (YOUNG et RIVERA, 19851.  

La méthanisation du 3-chlorobenzoate par un consortium bactérien pré- 

défini a été publiée par DOLFING et TIEDJE (1986). Les trois souches 

participantes forment ce que les auteurs appellent un "réseau" alimentaire 

(food web) par opposition à une chaîne alimentaire. Les fonctions des 

organismes sont spécialisées; il y a donc un organisme déchlorisant (souche CD 

B-1) un organisme dégradateur du benzoate (souche BZ-1) et un méthanogène 

lithotrophe (Methanospirillum, souche PM-1 1; les trois souches ont été 

isolées de boues d'enrichissement sur 3-chlorobenzoate. Les interactions entre 

les trois souches sont montrées par le schéma de la Figure suivante (Fig. 21). 



Conclusions sur la biodégradation anaérobie des composés ~hénoliques l 

A partir des informations ci-mentionnées, les facteurs principaux 

jouant un rôle dans le métabolisme anaérobie des molécules aromatiques 

seraient : 

a)- La réduction préalable du cycle aromatique, qui est indispensable 

pour sa rupture ultérieure, 

b)- Les groupements méthoxyles ou halogènes, qui sont souvent 

catabolisés avant que les réactions de réduction et rupture ne se produisent 

CI- Des composés phénoliques simples, tels que le benzoate, le phénoi, 

le catéchol, le pyrogallol ou le phloroglucinol, qui apparaissent comme des 

intermédiaires dans la transformation des phénols. Le type d'intermédiaire 

dépendra du composé d'origine, ainsi que de la nature de 17inoculum bactérien, 

d l -  Les périodes d'adaptation des populations microbiennes aux 

substrats phénoliques, qui sont relativement longues, 

el- A u  niveau cellulaire, les facteurs contrôlant la 

biotransformation des composés phénoliques qui seraient: la perméabilité de la 

membrane, la toxicité du composé, l'induction d'enzymes, le CO-métabolisme, 

les mutations, les interactions microbiennes encore mal définies, 



f)- La dégradation anaérobie partielle de molécules aromatiques, qui 

peut être réalisée par des souches individuelles, bien que la minéralisation 

complète nécessite la présence d'un consortium bactérien, de façon à maintenir 

l'équilibre énergétique. 

II.- La dégradation anaérobie des polymères de limine 

Les déchets lignocellulosiques forment une proportion importante de 

la matière organique accumulée dans les sédiments marins et fluviaux. La 

lignine représente un composant importante du cycle du carbone, sa 

ré-incor~oration doit forcément passer par une dépolymérisation soit par des 

mécanismes aérobies, soit par des réactions de réduction et rupture des 

liaisons inter-monomeres en l'absence d'oxygène. 

1.- Biodégradation anaérobie de lignine dans des environnements 

naturels 

La lignocellulose narquée a été souvent utilisée comme substrat pour 

des expériences sur la biodégradation des lignines. Ainsi, FEDEKLE et VESTAL 

( 1980 )  ont signalé que les matériaux marqués suivant la méthode de CRAWFORD et 

al. (1978) sont utiles pour le suivi des métabolismes de lignine et cellulose 

dans des environnements naturels. Néanmoins, ils ont remarqué certaines 

limitations des lignocelluloses marquées, à savoir: la non-spécificité de 

l'incorporation du mayquage qui pourrait amener à des surestimations du 

pourcentage de dégradation, le temps employé pour l'incorporation des composés 

marqués dans la lignine pourrait aussi affecter la nature de la lignine à 

étudier; ceci veut dire que si le temps de marquage est relativement court (24 

hl, le marquage est incorporé seulement dans la lignine récemment synthétisée, 

peu polymérisée qui pourrait être plus susceptible à l'attaque microbienne, et 
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qui donc serait minéralisée plus rapidement. Un autre facteur à considérer est 

la solubilité des composés marqués et leur transport ultérieur à l'intérieur 

des cellules microbiennes, ce qui pourrait aussi provoquer des erreurs dans 

l'estimation des pourcentages de biodégradation. 

En résumé, ia préparation de iignine marquée au 14C in vivo OU in 

vitro (DHP)  est aujourd'hui considérée comme la méthode de choix pour ï7étude 

ae la bioaégradation de la lignine in vitro. Cependant, cette méthode, comme 

on l'a signalé plus haut, n'est pas discriminative. ODIZR (1986) fait 

remarquer aussi la difficulté de comparer les résultats obtenus à partir de 

préparations différentes de lignine marquée au 14C, suite à la carence àe 

normalisation de ces méthodes. 

Des lignines synthétiques marquées au '4C (Dn?) ont été utiiisées 

pour étuoier la récalcitrante de la lignine aans la nature LHACKCTT et al., 

79771. Des incubations aérobies et anaérobies ont été réalisées àans piusleurs 

environnements différents et avec des sédiments lacustres caractérisés 

microbiologiquement [ZSIKUS, 19771. Aucune rninéra;isation de la lignine ' * C  

dans aes conditions anaProbies n'a été observée.Ttoutefois, le aégagement Be 

gaz (CO, et CH,) produits Ou métabolisme anaérobie a été consiàéré comme 

indicatif de la présence c'une microflore active. La présence àe nitrate 

inhibait la production au méthane THACKETT et a 2 . ,  19771. 

D'après ZLIKUS (1980) ia lignine est dégraàée lentement par des 

microorganismes aérobies, car elle constitue un plastique nature; qui serair 

plutet érodé que catabolisé biologiquement en présence d'air et qui serait 

biologiquement inerte en absence ci'oxygène moléculaire. Pour expliquer ces 

phénomènes, ZEïKUS (1980) consiàère d'abord ;a p;ace 9e la iignine dans le 

cycle du carbone (Figure 22) .  
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La lente minéralisation de la lignine en aérobiose serait donc due à: 

! )  son rôle en tant que barrière pour la dégradation de la cellulose 

2 )  son incapacité pour être utilisée en tant que source d'énergie par 

les microorganismes 

3 )  sa récalcitrance croissante pendant le processus d'humification. 

En ce qui concerne la difficulté de dégradation de la lignine en 

anaérobiose, ZEIKUS (1980) estime que les liaisons inter-monomères présentes 

dans !a lignine ne sont pas attaquées par des enzymes hydrolytiques, et la 

présence d'une oxygénase serait donc nécessaire pour couper ce type de 

liaisons. Finalement, ZEIKUS conclut que puisque !a lignine évolue dans une 

atmosphère riche en oxyggne, sa synthèse demande de l'oxygène, donc sa 

dépolymérisation aussi, nécessite de l'oxygène moléculaire. 

Cependant, dans une publication postérieure, ZEIKUS (1981) signale 

que:la présence des liaisons éther inter-monomères dans la lignine ne limite 



pas sa biodégradabilité en anaérobiose. En revanche, il insiste sur 

l'influence du haut poids moléculaire moyen de la lignine et de son degré 

élevé de polymérisation sur sa dépolymérisation potentielle. En résumé, ZEIKUS 

considère que la lignine doit être modifiée chimiquement avant de pouvoir 

observer une dégradation significative dans des sédiments anoxiques. 

Une évidence indirecte de la biodégradation anaérobie de la lignine a 

été fournie par AKIN (1976). Il a observé des microorganismes filamenteux du 

rumen, cultivés in vivo et in vitro sur des échantillons d'herbes. Les 

observations en microscopie électronique à balayage et à transmission, 

suggèrent que les bactéries (coques et bacilles) présentes, dégradent la paroi 

cellulaire des herbes et les cellules lignifiées du sclerenchyme. La proximité 

des microbes par rapport aux zones dégradées a été considérée comme un indice 

de la présence d'enzymes extracellulaires. Un rapport ultérieur dlAKIN (1980) 

signale la présence d'un microorganisme filamenteux anaérobie facultatif dans 

le jus de rumen; cet organisme pousse en tubes anaérobies sur des fragments 

herbacés (Bermuda grass). La morphologie de cette bactérie varie selon les 

conditions de culture. Les conditions optimales décrites pour cette bactérie 

sont 39OC et pH de 7 ' 4  à 8. Le microorganisme était aussi capable d'utiliser 

des acides phénoliques (sinapique, férulique et p-coumarique) comme substrat 

de croissance. La microscopie électronique a été également employée dans cette 

étude. Cette même technique a éti utilisée par HOLT et JONES (1983) pour 

démontrer l'attaque bactérienne sur des parois cellulaires de bois lignifié 

dans des habitats aquatiques anaérobies. La dégradation bactérienne 

superficielle était relativement rapide ( 3  mois). Néanmoins, elle n'était 

évidente que pat l'observation microscopique, car les variations en poids des 

échantillons ont été considérée comme insignifiantes. 

L'absence de dégradation de la lignine marquée au 14C en anaérobiose, 

a été signalée par plusieurs chercheurs [HACKETT et al.? 1977 ; FEDERLE et 



ESTAL, 1980 ; ODIER et MONTIES, 19833. Cependant, en utilisant des méthodes 

plus sensibles et des préparations de 14C lignocellulose non autoclavées, 

BENNER et al. (1984) ont démontré la biodégradabilité de ce type de matériel 

par des sédiments anoxiques. 

Des matériaux lignocellulosiques marqués au 14C ont été utilisés par 

BENNER et al. (1984) pour démontrer la dégradabilité de la lignine en 

anaérobiose. Après 294 jours d'incubation, 16,9 t de la lignine et 30 X des 

polysaccharides de la lignocellulose de Spartina alternifiora ont été dégradés 

en produits gazeux par la microflore des sédiments lacustres. 

La lignine périphérique a été dégradée plus rapidement que celle de 

l'intérieur du substrat. En plus, la cellulose pure était minéralisée deux 

fois plus vite que le '"C-polysaccharide des lignocelluloses dans des cultures 

des sédiments. BENNER et al. (1984) considèrent que la lignine forme une 

barrière contre la biodégradation anaérobie des polysaccharides liés 

physiquement et par covalence dans des lignocelluloses naturelles. 

Des taux de dggradation des lignocelluloses marquées (14C-lignines et 

14C-polysaccharides) par les microorganismes des sédiments anaérobies ont été 

déterminés par BENNER et HOBSON ( 1 9855 . Des taux de dégbdat ion de 4,1% pour 

la lignine marquée et 12,2% pour les polysaccharides marquées ont été 

indiquées sur la pattie hydrosoluble des substrats utilisés par ces auteurs. 

Malgré la présence de champignons dans leurs cultures, BENNER et HOBSON 

(1985a) ont affirmé que les bactéries sont les "dégradeurs" prédominants des 

lignocellu!oses utilisées. 

Des conditions thermophiles (55OC) ont permis de réduire le temps 

d'incubation pour la dégradatione anaérobie des préparations 

lignocellulosiques marquées [BENNER et HOBSON, 1905bl. Les taux de dégradation 



anaérobie à 55OC étaient 10 à 15 fois plus importants. En somme, BENNER et 

HOBSON (1985b) considèrent que dans des conditions thermophiles, la 

dégradation anaérobie des susbstrats contenant lignine marquée, dépend 

essentiellement de la taille des molécules et du degré de polymérisation. Ces 

auteurs rejoignent ZEIKUS (1980) en suggérant que l'attaque enzymatique sur la 

structure de la lignine du pin s'effectue sur la surface du polymère comme par 

un processus érosif. 

2.- Dégradation de la lignine dans le rumen 

La présence de lignine a été fréquemment citée comme un facteur 

limitant majeur dans la digestibilité des matériaux lignocellulosiques par les 

ruminants [WALDO e t  al., 1972 ; AKIN, 19823. De ce fait, la lignine a été 

utilisée comme indice de digestibilité pour certains fourrages. tMORRISSON, 

1979 ; BARTON et AKIN 19771. Par ailleurs, selon REEVES (79841, la composition 

de la lignine joue aussi un rôle important dans la détermination de la 

digestibiliti in vitro. 

Afin d'observer l'effet de la délignification sur la digestibilité, 

BARTOM II et AKIN (1977) ont réalisé des observations en microscopie 

électronique de balayage. Cette technique permet d'observer les cellules 

pariétales intactes avant et après le traitement chimique de délignification 

et la digestion in vitro par des microorganismes du rumen. Le traitement 

chimique améliorait le taux de digestibilité de tous les échantillons. 

Toutefois, l'association des polysaccharides de la paroi cellulaire avec la 

lignine et le degré de lignification devaient être aussi tenus en compte dans 

la détermination de la digestibilité des fourrages. MUNTIFERING (1982) met en 

question l'utilité de la lignine en tant que marqueur du digestat, étant donné 

sa dégradation partielle dans le tract gastrointestinal. Cette transformation 

avait étP aussi signalée par FAHEY 11979). L'interaction entre les bactéries 



du rumen et les parois végétales dépend du type de bactéries et du type de 

fibre, ainsi que de la lignification. Ceci a été démontré par l'effet de 

disruption des parois par addition de KOH. Une augmentation importante de la 

digestibilité a été observée grâce à une forte interaction 

plante/microorganisme [SPENCER et AKIN, 19801. 

La présence de liaisons entre les hémicelluloses et la lignine a été 

signalée comme la raison pour laquelle ces carbohydrates présentent une 

digestibilité ruminale moins importante que les celluloses [MORRISON, 19791. 

Une augmentation de la digestibilité in vitro de la fibre crue a été associée 

à la réduction de taille par broyage. Cette opération pourrait apparemment 

rompre les liaisons hemicellulose-lignine [PIGDEN et HEANFY, 19691. Des 

auteurs comme MERTENS (1977) et SARTON et AKIN (1977) considèrent que des 

facteurs autres que la lignine dcit être tenus en compte dans la détermination 

de digestibilité des matériaux lignocellulosiques. Ainsi, ils citent des 

caractéristiques anatomiques et la localisation et l'extension de la 

lignification. 

Par ailleurs, CHANDLER et al., (1980) ont démontré la linéarité entre 

le contenu de lignine et la réduction des matières solides volatiles dans leur 

étude sur la biodégradabilité de plusieürs espèces végétales. Parmi les 

équations proposées par CHANDLER (19801, l'équation suivante apparait comme la 

plus appropriée pour la prédiction de la biodégradabilité d'un matériel 

lignocel!ulosique quelconque : 

R = -0.29 X + 0.83 

oïl X = contenu de lignine ( % )  des matières solides volatiles 

Pour l'établissement de cette équation la lignine a été dosée 

gravimétriquement. 



CHYNOWETH et JERGER (1985) mettent en question la validité de 

l'équation de CHANDLER (1980). Ils estiment que l'association entre la lignine 

et autres polymères de la paroi cellulaire ne seraient pas aussi gênante pour 

l'attaque enzymatique microbienne, malgré la résistance de la lignine à cette 

attaque. 

Le rôle des champignons anaérobies du rumen dans le métabolisme des 

fibres lignocellulosiques a fait l'objet du travail de plusieurs chercheurs 

[BAUCHOP, 1979, 1981; ORPIN et LETCHER, 19791. Ces auteurs ont montré que les 

champignons du rumen possèdent une activité cellulolytique intense et 

colonisent essentiellement les fragments des plantes fibreuses. La 

participation de ces microorganismes à la dégradation anaérobie de la lignine 

a été itudiée par WINDHAM et AKIN (1984) et AKIN (1983) qui ont conclu que les 

bactéries du rumen étaient les plus actives dégradatrices de fibres, car 

malgré un développement sporangial important, le champignon du rumen ne 

dégrade pas la lignine ou les tissus lignifiés. 

3.- Dépolymérisation anaérobie des oligolignols 

Des oligomères de lignine (PM < ;500) marquée au 14C ont été 

transformés en anaérobiose pal- des cultures inoculées à partir d'un digesteur 

anaérobie mésophile. [COLBERG et YOUNG, 19821. Les fragments àe lignine ont 

été obtenus suite au traitement thermo-alcalin (400 méq de NaOH/l et 1 h en 

aut~clave à 200°C). Des modifications dans la distribution de poids par 

chromatographie sur gel sont observées après 30 jours d'incubation. Un 

déplacement vers des molécules de taille moléculaire moins élevée a été 

observé. De 13 à 18% de l'activité initiale du 14C a été retrouvée dans le 

'*CO2 et le 14CH4. La dégradation du substrat est incomplète, cependant, les 

résultats obtenus par COLBERG et YOUNG (1982) suggèrent la possibilité que les 

polymères dérivés de la lignine puissent être catabolisés en anaérobiose par 



une populat ion bactér ienne  mixte. 

Une expérience récen te ,  u t i l i s a n t  séparément des  f r a c t i o n s  oligomères 

de l ign ine  marquée obtenues p a r  chromatographie s u r  g e l  a Pt4 r é a l i s é e  par  

COLBERG e t  YOUNG (1985a). Ils ont  m i s  en évidence l a  minéra l i sa t ion  en CO, e t  

CH4 de 21% d e  la  f r a c t i o n  de  PM 1000 à 1400, 32% de l a  f r a c t i o n  de PM 400 21 

1000, e t  40% de la  f r a c t i o n  dont l e  PM e s t  < 400. L a  s p é c i f i c i t é  e t  

l ' e f f i c a c i t é  du marquage (67%) dans l a  f r a c t i o n  l ign ine  du bois ,  la 

c a r a c t é r i s a t i o n  du s i ibs t ra t  (abserice de s u c r e s ) ,  e t  l e  pourcentage de  

récupérat ion de 14C dans l e  '"CO, e t  l e  14CH, pour l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

ont $ t é  s igna lees  comme une preuve de l ' u t i l i s a t i o n  de l ign ine  comme source d e  

ca-borie.La publ ica t ion  de COLBEKG e t  YOUNG (1985~1) soul igne  l a  r e l a t i o n  

inverse e n t r e  l a  b iodégradab i l i t é  en a r i aé rob ios  de l a  ligr-iir-le e t  l a  t a i l l e  

des molécuies. 

Afin d ' i d e n t i f i e r  l e s  composes in termédia i res  de l a  degradation 

a n a é ~ o b i e  des  dé r ivés  de l i g n i n e ,  des  c u l t u r e s  d 'enrichissement ont  e t 6  

r é a l i s e e s  s u r  s u b s t r a t  marquée au 1 4 C  ( p o i d ~  riol6culaire 6 0 0 ) .  Ce s u b s t r a t  

é t a i t  employé comme seu le  source de carbone. L ' inh ib i t ion  de l a  méthanogénSse 

par addi t ion  de EEÇA f a v o r i s a i t  l 'accumulat ion dans l e  mi l ieü  d ' ac ides  gras  

vola tTis ,  e s s e n t i e l l e w n t  11ac4 ta te .  D'autre p a r t ,  presque la rnoiti6 du 

carbone du s u b s t r a t  c ~ ï i g i n a l  4 t a i t  c a t a h o l i s é  e t  transform4 en monomeres 

aromat i q u i s ,  t e l  que l e s  ac ides  c  innar-~ique. Senzoiques, caf  éique. v a n i l  l ique 

e t  f é ru l ique .  [COLRERG e t  YOUNG, 19851ril. Cei; r e s c l t a t s  rnoritrerit l a  p o s s i b i l i t é  

de l ' ex i s t ence  de mécanismes de  rup tu re  des  l ia isor is  inter-moriomeres de i d  

l ign ine  dans des  condi t ions  anoxiques (Figure 2 3 ,  page 6 4 ) .  

Deux camposes syrithét iques  rriodèles de l a  1 igriirie , l e  

vératiylglyc6rc>l-,rj-guaYacyl é t h e r  (VGE) e t  l ' a c i d e  guaïacoxyacétique ( A G A )  on t  . 
4 t é  enployes par Ci-lEN e t  31. (1985) pour demontrer l a  rup tu re  corriplète en 



anaérobiose des liaisons inter-monom6res du type B-aryléther. Une population 

bactérienne mixte isolée du rumen a été cultivée dans des conditions de 

stricte anaérobiose dans un milieu d'extrait de levure contennant de 0,2  21 0,5 

g/l de VGE et d'AGA. Après 4 jours d'incubation à 37OC, 90% du VGE a &té 

dégradé. La dégradation de l'AGA a atteint 70% dans une pBriode de 12 heures 

et de 100% apres 36 heures. Le schéma probable des réactions impliquées dans 

le métabolisme de ces compos&, est indiqué .% ?a Figure 24 (page 6 4 ) .  

CHEN et al. (1985) suggèrent que la dégradation du VGE via l'AGA en 

phénol commence par une possible rupture de la liaison Ca-CB qui résulte en la 

formation de 2-(0-méthoxyphénoxy)ethanol et vanilline. Ces deux composés son? 

par la suite dégradés par une possible oxydation des groupements alcool du 2to- 

métho>:yphénoxy)éthanol et du groupezent aldehyde dg la vanilline, en AGA et 

acide var:illiqi~e. Deux voie- possibles pour la dégradation de 1 'AGA sont 

schém.zti:<ées: lorsqw la rupture de la liaison B-aryléther se produit 1a 

prerniPre,?'AGA est transforiné en qriaiacol, lequel est ensuite d6m6thoxylé en 

rosi t ion c:)r:ho pour do:-iner le phénol ; ou hiei-i, la dérri6thoxy lat ion se produit 

avant la rupture de la liaison B-aryléther donnant lieu à la formation de 

1' acide ~~hénoxyacét ique et puis au phénol, lequel peut ètre redui t 

ulterieurcment via la cyclohexanoni [ E V A N S ,  79771. Par ailleurs, CHEN et al. 

(1985) considèrent que le guaïacol est dénéthylé d'abord pour former le 

catérhol et el-isuito il entre la voie oxydative proposée par CRAWFORT) et 

CONCLUSIONS 

La complexité structurale et non la composition de la lignine 

apparait ccirnrrie la limitation principale pour sa biodégradation. Que ce soit en 



Vanitlic Acid 

&n, 

Feruiic Acid 

Fig. 23 : Dégradation des 02 igol ignol s en anaérobiose (COLEERG et YOCING, 
1985bl 

Fig. 24 : Ddgradation de l'AGA en anaérobiose (CHEN et al., 19851 



65.- 

aérobiose ou en absence de iqoxygène, les microorganismes ne dégradent pas 

compiètement ce polymère dans la nature. Cependant,les lignines modifiées 

issues des opérations industrielles, telles que la lignine KRAFT pourraient 

être plus susceptibies aux attaques bactériennes, même en anaérobiose. Les 

culrures mixres s'avèrent indispensables à l'utilisation des lignines comme 

substrats carbonés, étant donné le bilan thermodynamique défavorable des 

réactions de dépolymérisation. 

La technologie pour ia àégraàarion de la lignine par des champignons 

est en cours àe développement. La connaissance des mécanismes biochimiques et 

cies conditions optimales ae culture est pourtant incomplète et la rentabilité 

conmerciale encore lointaine. 

D'autre part, ie manque d'oxygène n'empëche pas l'utiiisation 

partielle de la lignine, ainsi que l'ont démontré plusieurs chercheurs. 

Neanmoins, le faible taux ae dégraàation rapporté illustre les ciifficuités 

rencontrées lors de ces expériences. A ceci s'ajoute la longue période 

ci'aciaptation nécessaire avant àe pouvoir observer des variations aans àes 

paramètres expéririentaux. 

Les objectifs àe la présente étude sont ~e contribuer à ia 

connaissance aes condiCions de culture des bactéries anagrobies susceptibles 

à'utiliser et Pventuellement de àépoiyhériser les lignines modifiées de 

différentes sources. On n'a pas cherché à établir la biodégradabilité en 

anaérobios- de la lignine naturelle (protoiignine) mais à montrer surtout la 

capacité d'adaptation des microorganismes anaérobies aux substrats qui 

contiennent aes oiigomères, polymères dérivés de lignine. 





66. - 
D E S C R I P T I O N  D E S  Mf9TIERES P R E M I E R E S  

Les matières premières pour l'obtention des lignines utilisées pour 

cette étude sont la paille de blé et la sciure de peuplier. Ces deux matériaux 

ont été choisis car ils sont souvent employés dans des expériences sur la 

biodégradation de la lignine ou de la lignocellulose. 

Par ailleurs, les méthodes c'extraction de lignine décrites plus loin 

ne sont pas des méthodes destinées à procuire une lignine non modifiée ( à  

l'exception de l'extraction au dioxane) nais surtout à obtenir des lignines 

qu i  ressembient à celies générées comme sous-proàuits àe certains processus 

inûustriels. 

La lignine cornnerciaie ae pin, Inuulin-AT (Karque déposée de ;a 

Wesxvaco Corp., Charleston, N.C., U.S.A.) a été enployée comme lignine de 

référence. 



67.- 

M E T H O O E S  D ' E X T R A C T I O N  DE L A  L E G N I N E  

A.- Extraction avec la liqueur Kraft ECRAWFORD et al., 1977j. 

Les matériaux lignocellulosiques (paille de blé et sciure de 

peuplier) sont broyés cians un broyeur ïorplex type FOO. Ensuite une quantiYé 

connue au matériel est méiangée à la liqueur KRAFT (NaOH 1,38 M et Na,S 0,25 M 

dans l'eau aistillée) dans un flacon hermétique. La proportion liqueur- 

substrat est de 70:i (v/p). Le méiange substrat-liqueur est autociavé 2 120 O C  

penàant 3 heures. Après le traitement, ;a "liqueur noire" est centrifugée et 

filt-ée avant d'être aciaifiée jusqu'à pR i à 2 avec H2S0,. A cette valeur ae 

pH ;a lignine précipite et peut être séparée par centrifugation. La lignine 

prt5cipi:ée est lavée au moins deux fois avec l'eau Gistiliée afin de 

neutraliser partiellement l'acidité et d'éliminer les sucres solu5les. 

Finale~ent, ;a préparatior, es: lyophilisée pour être pesée et utilisée par :a 

suite dans des essais àe aPgraciation. 

8.- Extraction thermique-alcaiine à la soucie !iiASXMOTO, 79861 

Une quantité connue àe paille ae 5ié ou Ee sciure broyée ( 0 , 8  mn) est 

~élangée avec une solution Ue NaOH ae facon 2 obtenir une proportion de 60 mg 

ae NaOH/g X.S. La suspension est autociavée i î  heure à 120") aans un flacon 

hermétique. Ensuite, la lignine solubilisée est séparée par centrifugation (10 

min. à 10.000 RPM) et précipi~ée par acicification (pi4 i à 2) et lavée à l'eau 

distiliée avant d'être iyophiiisée. 

C.- Extraction au àioxane 

A une quantité connue du natériel lignocellulosique broyé (tamis 0,23 



mm) dans un flacon à vis, on ajoute une solution dioxane-eau (90:lO V/V) dans 

la proportion 10:l (V/P) par rapport au matériel. 

On extrait sous agitation pendant 72 h à température ambiante, on 

filtre ou centrifuge, et récupère le surnageant. Après évaporation du solvant 

sous vide, on sèche et pèse le résidu. 

La lignine ainsi obtenue a été purifiée par la suite par dyalise 

pendant 16 heures. 



69.- 

H E T H O D E S  D 1 t 9 N f 3 L Y S E  

A.- Matières sèches 

Une quantité connue d'échantillon est séchée à 105OC jusqulâ poids 

constant. Les résultats sont exprimés en pourcentage (P/Pl de l'échantillon. 

B.- Matières minérales 

L'échantillon séché à 105OC est calciné au four à 550°C. Le résidu 

correspond à la fraction minérale et les matières volatiles (pertes au four) 

représentent la matière organique. Les résultats sont exprimés en pourcentage 

(P/P) de la matière sèche. 

C.- Azote total organique 

L'azote total est déterminé par la méthode KJELDAHL et les résultats 

sont exprimés en pourcentage (P/P) de la matière sèche. 

D.- Fibres végétales 

Les différents composants fibreux des matériaux lignocellulosiques 

ont été fractionnés et dosés suivant la méthode de GOERING et VAN SOEST (1970). 

E.- Dosage de mavimétrisue de la limine 

Mise à part la détermination de la lignine en tant que résidu du 

dosage de fibre détergente acide [GOERING et VAN SOEST, 19701, la lignine a 

été aussi déterminée par la méthode de KLASON suivant la modification de 



TANAKA e t  al. (1985). Dans un bécher de 50 ml, on pèse 0,001 e à 1 g de 

l'échantillon sec extrait à l'alcool-benzène. On ajoute à la pipette 30 ml de 

à 72% (P/P) en mélangeant bien et en écrasant les fibres avec une tige 

de verre à bout aplati. 

On laisse ensuite reposer 2 heures à 20°C avec agitation 

intermittente. On dilue alors dans un flacon d'un litre avec de l'eau 

distillée, pour réduire la concentration de HnSO4 à 4% (P/P) .  On porte à 

ébullition sous réfrigérant à reflux pendant 4 heures. 

On filtre à travers un creuset en verre 64 préalablement taré. On 

rince soigneusement à l'eau distillée jusqu'à neutralité. Après séchage à 

l'étuve à ?05OC, le creuset contenant le résidu est pesé. 

(Creuset plus résidu - Creuset vide) x 100 

Lignine % = 

Prise d'essai anhydre 



71.- 

PURIFICfiTION D E  La LIG N I N E  

Les l i g n i n e s  obtenues p a r  l a  méthode KRAFT on t  e t 4  débarassees  d e s  

polyos ides  en su ivan t  l a  procédure d é c r i t e  par  LUNDQUIST (1975, 1977, 1980). 

Le schéma g é n é r a l  de  la p u r i f i c a t i o n  est indiqué à la F igu re  25 (page 

7 2 ) .  

TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES 

A.-Composition du m i l i e u  de c u l t u r e  

La composition du mi l i eu  de  c u l t u r e  a p p a r a î t  dans l e  Tableau 2 (page 

73 1. La p répa ra t ion  du mi l ieu  a e t 4  e f f e c t u é  su ivan t  l a  methode d é c r i t e  pa r  

TOUZLL e t  ALBAGNAC (1983) .  Des modi f icn t ions  ont  4 t é  r é a l i s é e s  au cour s  des  

exp6r iences  e t  e l l e s  s o n t  indiquPes dans chacun d e s  c a s  d é c r i t s .  Les 

coirieritrat  i ons  de l igriine employées dans l e s  exp6rience i n i t i a l e s  on t  é t é  

c h o i s i e s  d1apr6s  c e l l e s  indiquée_s dsi-is l a  l i t t é r d t ü r e  pour des  expgriences 

serr~b?ahles [XEALY e t  YOCING, 7 9?8, 1979 ; ODIER e t  a l . ,  1981 ; COLBERG e t  YOÜNG, 

i9VFij. Le mGrrie c r i t è r e  a é té  err~ployi. p@ur ?a selectior-1 d e s  pH [HEALY e t  YOUNG, 

1980 ; ÇCHLOMI e t  a l . ,  7975 ; AKIN, 1980 ; CIDIER e t  MONTIEÇ, 79831. 

B.-  Suiv i  d e s  c u l t u r e s  

En gPnéral ,  on a u t i l i s é  d e s  f l a c o n s  de  150 m l  avec bouchon de 

caoutchouc. IJri vc)lurrie d e  100 m l  d e  criilieu l i q u i d e  d e  c u l t u r e  permet d ' a v o i r  50 

m l  d l  une atmosphere anaérobie dans  l e s  f 1dcc)ri~. L 'atrnosph&re anaérobie  2 

1 ' i n t P r i e u r  d e s  f l a c o n s  é t a i t  p r o d u i t e  par barbotage d 'un mélange Nn:CC12, 



Lignine de  p a i l l e  (KRAFT)  (P l  
ou Indu l ine  (1) 

+ pyr id ine  : ac ide  a c 4 t  ique: eau ( 9 :  1 : 4 )  

1 
1 Ext rdc t  ion au chloroforme 

2 O  Sépara t ion  par  décan ta t i on  
ou c e n t r i f  uga t ion .  

r-----------------I------------------ 

I 1 

Phase orgariique 
1 

Phase squeuse 

Evaporat ion de l ' e a u  i s o l v a n t  sous  v ide  

' Resuspension H,O I 
Lyoph i l i s a t i on  

L i gn lne  
saris s u c r e  

(LOI 

1 
l 
1 

EvaporaC ion 
d e s  ~ o l v a ~ i t s  

i 
l 

L ign ine  + sucres 
s o  lub? 2s dans 1 ' eau 

(LW) 

F i g .  25 : SchGrna de pitri f i c a t i o n  d e  l a  l ignine selon LIIN811IST e t  KIRK 
11 9771 



Tableau 2 Composition du milieu de base BC (pour 100 ml): 

Hz@ Milli-Q 89 ml 
Sol. macrominérale ( '1  5 ml 
Sol. vitamines concentrée ( = )  0,l ml 
NH4C1 @,1 i3 
Résazurine 2 0 , 2  % 0,1 ml 
HEPES ( 3 )  1,191 g 
KHC03 0,99 g 
Cystéine-sulfure ( 4 )  2,00 ml 

----------- 
( ' )  Sol. macrorninérale (pour 100 ml) 

C 2 )  Sol.vitamines concentrée (pour 100 ml) 

Biot ine 
Acide folique 
Pyridoxine,HCl 
Thiamine,HCl 
Riboflavine 
Acide nicotinique 
DL-calcium pantothénate 
Vitamine R , 2  
Acide p-aminobenzoique 
Acide lipoïque 

( 3 )  HEPES = acide C4-(2-hydroxy4thyl)-l-pipérazine-éthane sulfonique 

( Cystéine-sulfure (pour 100 ml : 
Cystéine,HCl 1,24 g 
Na2S,9 H20 1,24 2 



85/15 (V/V) pendant au crioins 10 minutes. 

Pour le suivi des incubations, nous avons mesure la production de gaz 

dans les flacons. D'autre part, des échantillons du liquide de culture ont kt6 

prklevés périodiquement pour analyses. 

Le schéma de la Figure 26 (page 75)  montre la sequence employée pour 

le prélèvement des échantillons liquides. 

Pc~ur certains essais, un fractinnnerrierit des écharitillons liquides a 

@tg r'+7 i5g -..- afin de séparer le5 cornpoGs phénoliques selon JOKELA et al. 

( 1  9851 ,  en vue de  leur analyse ulterieure (Figure 27, page 7.6). 

1.- Dosage des acides gras volatils 

Lei acid-5 gr«s volatils (AGV) sont separ& et dosés par 

chiomatog~~phie ?n phase gazeuse (chromatographe VARIAN 3700, d4tecteur à 

ioni-ation de flanme). 

- colonne en acier irioxydoble !11,50 m x 1 / 8  " )  remplie de Chromosol-h 

W . A . W .  '00-120 M e ~ h  irnpr4gzé 2 25% de NPGA (n4opintyl glycol adipatej et de 2% 

d'acide phospfioiique. 

- g3z vecteur N,, s a t u r e  en zcide formique (débit 3C1 ml miri. " 

L - 1-ernpératüre de l'injecteur et dü detecteur: f 3 0 ° C  

- température de let colonne: 1 5C1°C. 

- iiijection auto~~atiqrie ( 1  ,O y?). La quantification se fait par Id 

methode d'étalonnage externe. 

II.- Analyse des gaz de fermentation 

Un vcilurrie d6terrriirié de gaz sou5 pi-essioir est pr4lev6 2 l'aide d'une 



Milieu de culture 
-1- lignine 

l 
Prglèvement de liquide 

( + 3,5 ml) 
I 
I 

Centrifugation (10 min, + 5000 RPM) 

----------------- 1 ----------------- 
Surnageant 

1 
Culot 

l 
Arialyses 

AGV 
ASsorGance à 280 r-!TI 
Spectre 1450-200 nm)  
HPLC 
GPC 

i 
Observation au 
microscope 

~ i ~ .  26 : Çch&a de traitement des échantillons ~rglevés 



Echantillon 
liquide ( 2  ml) 

I 
Acidif ication 
(1-2 gouttes HC1 conc.) 

t -- - --- -- Centri ugat ion 

1 
Culot 

I 
Dissolution dans 

NHLOH 1 N 

1 
(5 min, 5000 RPM) Surnageant 

I 
Analyse 

1 .  
Extraction a 

11ac6tate dT6thyle 
( 2  fois) 

J 
Aspiration de la 
phase organique 

I 
Evaporat ion 
du solvant 
sous vide 

1 .  
Redissolution dans 

Acétonitrile: ac. acétique 
(99 : l  V/V) 

~ i g .  27 : Schkrna de frac t ionnerner~ t d e s  &chant i 11 c~ns  1 iqrl i d e s  sel on J Ü K E L A  
et  a l .  ( 1 9 S 5 )  



seringue étanche au gaz, munie d'une vanne d'arrêt. L'injection directe dans 

un chromatographe en phase gazeuse équipé d'un intégrateur de type Shimadzu CR- 

3A  permet une analyse qualitative quantitative par corrélation directe avec 

une courbe d'étalonnage (surface en fonction de la quantité de méthane 

injectée). 

Chromatographe: Intersmat IGC 1 1  

Détecteur à conductivité thermique 

Gaz vecteur: Hélium, 2 bars, 50 ml/min pour la séparation de N2,CH4 

et CO,. 

Colonne: acier inox 3 m x 4 mm remplie de Porapak S. 

Température de colonne: 50°C 

Température de l'injecteur: 60°C 

Température du détecteur: 100°C 

Volume d'injection: 1 ml. Le calcul des concentrations est fait par 

la méthode de l'étalonnage externe avec un intégrateur Shimadzu. 

Les résultats sont exprimés en ml de gaz pur à la pression 

atmosphérique et à 20°C par ml d'échantillon gazeux prélevé sous pression. 

III.- Analyse de composés phénoliques par chromatographie liquide 

haute performance 

L'appareil utilisé était un système modulaire Waters muni : 

- d'un injecteur automatique WISP 

- de deux pompes 6000 A couplées à un programmateur de gradient M660 

- d'un système de colonne à compression radiale RCS 

- d'un détecteur U.V.-visible à variation continue de longueur d'onde 

modèle M450. 



78. - 
La séparation àes composés phénoliques a été effectué sur une colonne 

en phase inverse waters de C i 8  (70 y ) .  Les échantilions prélevés aes fiacons 

 incubation étaient injectés directement dans le système après centrifugation, 

ou bien après extraction par l'acétate d'éthyle ( 2  fois), évaporation au 

soivant et redissolution cans un soivani approprié IJOKEIA et al., 19851. 

La phase mobi;e pour la séparation est composée aes solu~ions A 

inéthanol-eau 50:50 (V/V): et H LaciCe acétique-eau :0:90 (V/V):. Les 

solutions A et i3 sont pompées isocratiquernent en proportions 50-50. La 

iongueür c'onàe de cétection esr de 280 mm. Des solutions des aci6es 

?hPno;;ques pur5 011-t 4té utilisés cornne étalons. :Waters, Technical Eiull.  

82534/L0:/- 98' 1. 

IV.- Dosage des sucres totaux 

Pour l'analyse 62s ~ésieus d'oses attachés aiix lignines, Ceux 

-. - * ~&hnCes on4 P:P utl~~seos : 

- ie eoscgs au phPnol-acicie suifurique :DUBOIS et al., 79561 

- le Cosage 2 ITan;hrone-uci~e suifurique avec un analyseur Technicor1 

TLaELjyç, '932:. 

- l'extraction ÙPS sucres a été réalisée suivant la rnéthode ce 

T 1025x32 et nI-,L ( 1 98:  j 

V.- Chromatographie de perméation sur gel 

La séparation des constiiuants des lignines a été réalisée par 

.L carnisage m~léculaire sur un gel Séphaàex 6-25 super fin, tiont la Limite 

d1;.xclusion est 5000. La solution d'élütion est l'ammoniaque O,; N, pi4 70.3 .  

Li15 C;~FEIIS~OII~ àe la colonne sont; 40 x ? , 5  cn avec un Ùébit Ce 0,53 rnl/mn. 

. . Les échantillons sont &posés sur le gel et les eluats sont ~étectés 



grace à un détecteur pharmacia P-1 de longueur d'onde fixée à 280 mm. 

Le Bleu Dextran 2000 a été utilisé pour déterminer le volume 

d'exclusion. 

VI.- Observations au microscope 

Les cultures ont été observées en microscopie optique a l'état frais 

ou après fixation dans une goutte de gélose 1% contenant 4% de glutaraldéhyde. 

V1I.- Analyse par résonance magnétique (RMN) 

Les spectres de carbone '3C ont été réalisés avec un appareil de type 

BRUKER AM 300 fonctionnant à 75,468 MHz en mode T.F. au Centre Grenoblois de 

Résonance Magnétique. 

Les protons étaient dicouplés et 3000 à 12000 passages étaient 

accumulés. Les échantillons étaient en solution à la concentration de 5 à 10% 

dans ?o diméthylsulfoxide-d, (DMSO-ci,) en tubes de 10 mm de diamètre. Le 

tétraméthylsilane (TMS) était employé comme référence. Les déplacements 

chimiques (O) sont donnés en ppm (parties par million) par rapport à la 

référence interne (TMS). Les temps d'attente sont de 2,5 S. 



RESULTATS 



ANf9LYSE D E S  M A T I E R E S  P R E H I E R E S  E T  

O B T E N T I O N  D E S  L I G N I N E S  

Les l i g n i n e s  u t i l i s é e s  pour n o t r e  t r a v a i l  o n t  é t é  e x t r a i t e s  d e  

matér iaux l i g n o c e l l u l o s i q u e s  (dont  la  composition est d é t a i l l é e  au Tableau 3, 

page 811, t e l s  que l a  p a i l l e  de b l é  e t  l a  s c i u r e  d e  peup l i e r .  La l i g n i n e  a  é t é  

s epa rée  des  a u t r e s  corriposants ( c e l l u l o s e  e t  hérnicel luloses)  p a r  s o l u b i l i s a t i o n ,  

s o i t  dans l a  soude, s o i t  dans  l a  l i q u e u r  KRAFT, s u i v a n t  l e s  procéd6s d é c r i t s  

11 e s t  importarit d e  s i g n a l e r  que l e s  l ign i r ies  a i n s i  obteriues rie sorit 

pas  d e s  "proto!igninesn ou l i g n i n e s  non modif iées ,  mais d e s  r g s i d u s  

d ' e x t r a c t i o n  d i  t ype  i r i dus t r i e l .  Cela s i g n i f i e  qu ' a  c e t é  de l a  l i g n i n e ,  

h 4 m i ç e l l u l o ~ e s ,  f o n t  ziissi  ~>;:rt ie d e s  s u b s t ~ ~ a t - ,  que nous dénorfirneroris 

" l ign ines"  p a r  commodité. Cependant nous avens cons idéré  que  c e c i  ne diminuai t  

pd5 l ' i n t é r ê t  d1.i s u j e t ,  cal- c ' e s t  p l u t 6 t  ce  type  d i  r é s i d u s ,  e t  rion l e s  

prote)! i g r i i n e ~  (or; l igriir-les n a t u r e l  l e s )  , qci poserit d e s  problèrr~es de p o l l u t  i o ~ i  

renseignements s u r  l a  h iodegradabi l -   té, it 2 - l u s  f o r t e  raisor-i l e s  m4canismes, 

. - 
Les iomposi t ions  d e s  r ! a t i é r e s  p r e ~ t l e r e s  e t  lis r & s u l t a + s  d ' ana lyse  

d e s  lig-iir-iis r;orit pré.-ent6s aux Tableaux 3 ,  4 e t  5 (pages 8 i  e t  8 2 )  e t  ? l a  

Fig1.i-p b - ' ~  38 (page 821. 



Tableau 3: Cornposit icin des rnatiAres premieres avant e t  aprCls I 'extract  ion d e .  l a  
1 igninr 

............................................................................... 
Miné- N Cellu- Hérnicel- 

TYPe Réactif M.Ç. raux total lose luloses Lignine M.V. 
extract. ( % )  ( %  ( % )  ( % )  ( % )  (%)  ( % )  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Avant extraction de la lignine 

.............................................................................. 
Paille h l 4  - 9 8 , 3  7 , 3  ,6 41 , 3  28 ,7  6 , 7  9 i , l  
Sciure peuplier - 9 8 , 8  1 , 4  ,1 5 6 , 8  25 i 9 7 9 7 , 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après extrac+ion de la lignine 

Faille blé ('j 7 4 , 5  3t,? r1.d. 2 6 , 2  7 , 6  ,O7 3 8 , 4  
Sciüre peuplier ( ' 1  9 7 , b  2 6 ! 5  n.d .  48 8 , 6  7  70,E: 
Paille hl6 i ?0 ,4  6 . 7  n . d .  4 7 ,  t 2 2 , 5  9 , 2  8 3 , 7  
Sciure peuplier ( 2 )  9 8 , 7  3 , Î  n . d .  55,Y : ? , 5  1 4 , 9  9 5 , 6  

( ' 1  Liqueur Kraft 
( 2, NdOH 6 0  mg/g M. O .  

Tableau 4 : Teneur des ex tra i t s  en lignine (Klasonl e t  en sucres totaux 
(an throne 1 

Type 
d'échantillon 

Lignine Sucres totaux 
( X  en poids) t %  en poids) 

Lignine KRAFT de paille 28,4  8.4 
Extrait lignine KRAFT de paille 60,2 9,7 

Induline Westvaco 32.3 1 
Extrait dlInduline Westvaco 7 6 , 2  O 



réactif (liqueur Kraft ou soude) 

b b )  

matière 
sèches I 

(100 g )  1 1 

1 
I 

I 
1 
l 
i 

Extraction f 
et . : , . x t r a i t  

Séparation I 

( z )  
I 
t 
I 
1 

résidu 

~ i g .  28 : Bilan des matières PCJllr les procgdnres d'extraction 

Tableau 5 : Bilan  de matière pour les procédures d'extraction 

Matière Méthode x Y a b z 
première d'extraction 
............................................................... 
Paille Kraft 8.7 74.5 100 74,7 91,5 

Sciure Kraft 5 97.6 1 O0 74,7 72,l 
............................................................... --------------------------------------------------------------- 
Paille Soude (*)  7,9 86 1 O0 4 10.1 

Sciure Soude ( * )  3 , 9  93.7 100 4 6.4 



S C H E M A  G E N E R A L  D E S  E X P E R I E N C E S  R E A L I S E E S  

Etant donné l'expérience de la station de Technologie Alimentaire de 

l'INRA pour la culture des bactéries anaérobies, nous avons considéré que les 

méthodes microbiologiques devaient être celles utilisées dans ce laboratoire 

sous réserve de modifications éventuelles en fonction du déroulement des 

essais. Ainsi, le milieu de culture, dont la composition est indiquée dans le 

chapitre précédent, a été dcjcrit par TOUZEL et ALBAGNAC (1983). Ues flacons 

hermétiques de 150 ml contenant 100 ml de milieu, ont été employés dans la 

rnajorit4 des essais, sauf dans les cultures d'enrichissement (500 ml) et les 

essais Va et X. 

L'inoculum bactérien du départ provenait d'un digesteur anaérobie qui 

rnéthanisait des résidus lignocellulosiques de contenu de panse de bovins. 

Ultérieurement, les inoculations ont été effectuées en prélevant en 

anaérobiose une partie de la culture en cours. On choisissait de repiquer ceux 

dont la variation des paramètres de suivi et donc la dégradation étaient plus 

importante. 

Les csncentrations des lignines employées dans le premier essai 

étaient etablis sur la base de celles utilisées dans des études du même type 

[ODIER et a l . ,  1981 ; HEALY et YOUNG, 1979 et COLEERG et YOUNG, 19851. Par 

ailleurs, les valeurs de pH choisies !pH 7 et 8 )  ont été celles qu'on trouve 

dans !a littérature. Les conditions thermophiles avaient été utilisées par 

BENNER et HODÇON (1985b) dans une étude similaire. 

A.- Résumé des différentes étapes de culture microbienne 

Une série d'expériences a été réalisée afin de définir les bonnes 



Digesteur 

-- J-- 
(1) Essais préliminaires d'adaptation (BCYT) 

Temp. 35OC et 55OC - pH 6,2 - 7,O - 7,8 

I 
(II) Culture d'enrichissement (BCYT)  - 

Temp. 35OC - pH 7 , 0  et 7,8 

T---- 

KT-T----:- 
---------- 

(III) Essai dans milieu reduit 
1 

(IV, Essai dans dlieu BC réduit 
non réduit (BCYT) Conc. de 75 à 600 mg/l 

Temp. 3 5 O C  - pH 7,8 Temp. 35OC - pH 7,8 
--------- --------- 

T 
---------- --------- 

(VI) Milieu BC - Lignines : 
T 

(V) Milieu RC - Lignines 
Paille et Induline dissoutes separément 

dissoutes dans le milieu "Lignines purifiees" 
Conc. 0,5 et 1,0 g/l Conc. 0,6  et 1 ,2  g/l 
------- 

1---'-------- 
---------- --------- 

.------------A--- 

(VI11 Repiquage dans le meme milieu 
1 

(V a) Milieu BC - Lignine paille 
pour la maintenance des souches Kraft' et NaOH Indulirie 
--------------- ---------- Vol. 800 ml Conc. 1 ,5  g/l TITTIII --------------- 

1 
(IX) Milieu BC - dignine paille 

Kraft et Induline 
Conc. 10 g/l 

I 
(X) Milieu BC sans HEPES 

Lignines paille Kraft et 
Induline - Conc. 1 ,5  g/i i 

r---- .................... 

(VIII) Milieu BC sans HEPEÇ 
Lignines Paille Kraft et Induline 

Conc. 6 g/l 

(XI Milieu 'BC sans HEPES 
Induline dans NaOH O,1 N pH " 8 , 2  
Induline "purifi4en pH 7,8 

F i g .  29  : SQlectior-,  d e s  cctnditions d e  cul  t r ~ r e  pctur l a  mise en Gvidence de  l a  
h iod4çrsda t ion )  
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conàitions ae culture pour les microorganismes qui utilisaient la iignine 

comme substrat carboné. La séquence des expériences effectuées apparalt àans 

ie schéma de la Figure 29 (page 8 4 )  dans lequel ont été indiqués, pour chaque 

expérience, les paramètres qui ont subi une variation par rapporz aux 

conGitions Qes essais précé8ents. Les Oifférents étapes du schéna sont 

détaillées àans ce qui suit : 

ETAPE 1 : 

Dans cet essai préliminaire, ;es variables ont été: 

- les subsîrats: lignines KRAFT do paille de blé et àe sciure àe 

. .  - peuplier, iign:nes exTrsites avec NaOi-! cie paille de blé et Ce sciure de 

peuplier. Concentration : 9 , 3  g/l. 

- les rempPratures: ajsophile (33°C) et termophile (55OC) 

- le 2s: aciae ( 6 , 2 ) ,  ncutre ( 7 , 0 3  et basique ( 7 , 8 3  

C 
J. emps ci ' incuba; ion moyen : 7 80 jours. 

L'inocularion s'est faite à 5% V/V. 

;'lnoc~~~zicn pour les cültures à'enrichissement provenait aes 

flacnns ayan: mo~;tré ;es variaticns analytiques les p;us imporantes. Les 

2onci:tions à1incu5atior~ pour ces essais ont été aussi dérivés de ces flacons 

don? la ~eilleure croissance (par rappor; aux pararnèa-es ana;ytiques) a été 

observée, ces concjitions étaient : 

Substrats: Lignines Kïaft et souà2 cie paille et àe peuplier 

-C ~emp5rature: mésophile: 35 

pz: neutre ( 7 , O )  et aicaiin < 7 , 8 ) .  
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La  composition du mi l i eu  e t a i t  l a  même dans l e s  deux c a s ,  l e s  f l a c o n s  

ci' i ncuba t io r~  con tena ien t  500 m l  du m i l i e u .  

Les c u l t u r e s  d 'enr ich issement  on t  f o u r n i  l a  biomasse néces sa i r e  pour 

les expér iences  su ivan te s .  

ETAPE III : 

L'appareiite n é c e s s i t e  d T  oxy.gi.rie pour l a  Giodégradat ion des  l igriines a 

é t é  p a r f o i s  sigr-ialee (SALKINOJA-SALONEN, coir~rnunicat ion pei-5onr1elle 1. C'es t  

pour c e l a  qu'un e s s a i  de dégradatiori  a é té  r s a l i s é ,  u t i l i s a r i t  l e  merrie mi l i eu  

de  c~ . i l tu re  BCYT 21 pH 7 , 8  e t  35 "C: à l ' excep t ion  de l ' é t a p e  de réduct ion  avec 

- l e  m4lar1ge Cystéit-ie-sulfure q u i  a 476 suppr~rne d i  facor1 à avo iz  une t e n s u r  

f a i b l e  cn oxygène dans l e s  fia-ons d ' i n c c h a t i o r  (i74sazur.ine ?ose : p o t e n t i e l  

rc-ilfox : - 5 0  mV!. 

Temps d ' inci~kiat  ior-i : ?O j ou r s .  

ETAPE IV : 

7 1 5 ,  !5Q, 3-0 et 600 mg,/?. Da:-.r :' c e t  e s s a i ,  2 ci>~:~ic;.3r]tsdü rr,ilieu ,je p u l t u r e  

l- - ,-. t .- P. ; L J ~ L L ~ ? ;  ~ e r ~ i l e  p a r  eux %&es,  on t  été supprimes. Les i o n d i t i o n s  de  t e ~ l p ~ r ~ t u ~ - r  e t  
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ETAPES V et VI : 

Pour vérifier l'influence de la préparation du milieu dans le taux de 

biodégradation de la lignine, deux expériences ont été réalisées: l'une où la 

lignine est prédissoute dans l'eau alcalinisee (pH 10) et st4rilisée 

séparement avant d'être ajoutée aux autres composants du milieu stérile; 

l'autre où la lignine est mélangée et stérilisée avec le reste des composarits 

du milieu de culture. 

Par ailleurs, à part les parametres déjà indiqués à 114tape VI, nous 

avons aussi utilis6 des lignines "purifiées" aux concentrations indiquées sur 

le schéna. 

ETAPE Va : 

Pour le maintien de l'activité microbiologique détectée, les flacons 

montrant la meilleure croissance ont été réinoculés ( à  5% V/V) dans les mêmes 

conditions. Pour l'essai Va, un volume plus important a 4té utilisé (800 ml) 

de faco1-1 .2 pc>uvc)ir disposer de plus de matériel pour les analyses et pour la 

suite des cultures. 

ETAPE IX : 

Une concentration de 10 g / l  de lignine de paille (KRAFT) et 

dlInduline Westvaco a et4 utilisé afin de récupérer, après la période 

d'incubation, la lignine résiduelle qui serait ensuite analys6e par résonance 

rnagnét ique nucléaire ( RMN . 



ETAPES VI11 et X : 

Lors de l'analyse par RMN des echantillons lyophilises d'un des 

essais précédents, une grande interférence dûe à la présence du tampon 

organique HEPES dans le milieu de culture a été observée. Pour supprimer cette 

interférence, ces deux essais (ainsi que le numéro XI), ont été réalisés en 

utilisant un milieu de culture sans tampon HEPES. 

ETAPE XI : 

La lignine de référence (Induline Westvaco) est très peu soluble dans 

le milieu de culture, malgré le pH alcalin (7,8). Cette caractéristique a et6 

considérée comme un obstacle additionnel pour la biodégradabilité de ce type 

de substrat. Pour augmenter la solubilité de llInduline, une solution 

concentrée dans la soude 0,1  N a été préparée et stérilisée séparément-Elle a 

ét6 ensuite injectée sterilemint dans le milieu de culture. De cette façon, 

nous avons reussi à obtenir un milieu transparent et sans précipite. 

Une deuxième série di flacons a &té préparée utilisant comme substrat 

carhon5, lTInduline Westaco "purifiPen suivant la procédure décrite dans la 

méthodologie. 

B.-Suivi des cultures 

Afin d'observer la croissance bactérienne dans les flacons incubés 

anaérobiquement, plusieurs paramètres analytiques ont été mesurés. 

Etant donné qu'il s'agit d'une culture anaérobie, la production de 

gaz (CH, et CO,) a ét4 mesurée périodiquement, ainsi que la concentration 

d'acides gras volatils (AGV). 



Pour suivre la dégradation de la lignine, les analyses ou mesures 

suivantes ont été effectuées sur la fraction soluble des prélèvements: 

1 )  l'absorbance dans l'ultraviolet à 280 et 310 nm, ainsi que le 

spectre d'absorption, 

2)  le dosage des résidus polyosidiques, 

3 )  la distribution du poids molfculaire des fractions solubles de la 

lignine par chromatographie sur gel (GPC), 

4 )  l'apparition de monomeres phénoliques par chromatographie liquide 

de haute pression (CLHP), 

5 )  des observations microscopiques a l'état frais sur des 

echantillons 

6 )  pour les derniers essais, des analyses par résonance magnetique 

nucléaire (RMN) ont @té @galement realises. 

Des bilans de degradation ont été établis A partir de certaines de 

ces données. 



E S S R I S  D'ADAPTflTION : ETRPE 1 

P l u s i e u r s  v a r i a b l e s  dans l e s  cond i t i ons  d ' i ncuba t ion  ont e t 6  

employ6es l o r s  d e  c e  premier  e s s a i  (3 v a l e u r s  de p H  d i f f é r e n t e s ,  2 

tempéra tures  e t  4 t y p e s  d e  l i g n i n e s ) .  ~ ' i d e e  i n i t i a l e  e t a i t  d ' e s s a y e r  une 

gamme d e  c o n d i t i o n s  d i f f é r e n t e s  d e  facon à a v o i r  une p r o b a b i l i t é  p l u s  é levee  

d ' adap te r  l e s  microorganismes à l a  dégradat  ion de  l a  l i g n i n e .  L ' u t i l i s a t i o n  

d'un m i l i e u  de c u l t u r e  contenant  l ' e x t r a i t  de  levure  (Yeast e x t r a c t ,  YE) e t  

t ryp tone  pe rme t t a i t  d ' a s s u r e r  un elquilibre n u t r i t i o n n e l  favorable  au  

d6veloppement de  microorganismes ex igeants .  

L a  r éduc t ion  de  l ' a b s o ~ b a n r e  A 280 nm a é t é  s i g n a l é e  comme une 

i n d i c a t i o n  de  dépnlym6ri53tion [ODIEK e t  MONTIEÇ, 1977 ; MILSTEIN e t  a l . ,  

1981 i e t  biodégradation de  l a  l i g n i n e .  Ce paramgtre a donc 6 t é  u t i l i s é  du ran t  

cos  2 s s a i s  p o w  s6lec t ionncr .  l e s  cor~di t ior i s  l e s  p l u s  adéquates  pour l a  s u i t e  

des  expéi-ierices. Les r e s u i t a t s  p l u s  impii-ta:-!ts oStenus l o r s  d e s  cu l ture- ,  

d ' adap ta t ion .  appa ra i s sen t  daris l e  ' - b 1 - - l 1  Lci~Ied,. 6 (page 91 ) ,  a i r i s i  que daris l a  

F igu ie  30 (page 92 ) . 

La diminut ion er: 1 ' al:isorl~a17çe à 39C) gbservée dans  l e s  échariti?io:-1s 

ctu ~1:-ernier e s s a i  nTer ; t  pas  rz<rinsid4rée co9rr.e .,;:-je preuve s u f f i s a n t e  d e  l a  

d6grad.3tiori de l a  l i g n i n e  c a r  lis tG.iiir;s q u i  ne çoritenaier:? pas  d e  l igr i ine 

ri:io~-itraicnt au-,si uiie va l - ia t ic~n  j.rrpcrtai-i^ie en absorbante pe~idat-it 1 ' i ncuba t ion ,  

. - 
a:rtsi qn 'u r~e  I-écluctior; en t c i i l l e  d e s  pic; obtenus pa r  chiomotraphie s u r  g e l  

(GPC) .  La p r k e n c e  d ' i x t ~ - a i t  de !evur- it t ryp tone  d a i s  l e  mi l ieu  d e  cu1tu1-è 

pour]-aît êtr-e Urie i n t i r f 6 i e r i c e  darii ir.  s ~ i v i  des  iricubatiuns. La conceritratiort  

d ' e x t r a i t  de  l evu re ,   CI,^ g / l ,  e s t  en e f f e t  p l u s  imp.c,rtante que c e l l e  de  l a  

l i g n i n e  ( 0 , 3  g/1) . t e s  conplexes p1:)lycsides-p~otéiries de l ' e x t r a i t  d e  levure  

( q u i  absorbent  31~55i 2 280 r-;yl) peuvent Gtr-e *-->- . d,lirlenter-it ccjn~sorr~mf. par l e s  

rriicroorganismes doriria;;+ l i e u  à l a  dirriirrut iciri de i ' akisorhai-,ce daits 1 ' U. V .  , 

a i r i s i  qu'nrie p r ~ d l ~ c t i o r j  de gaz ior-!sii?i.rable d a n s  les témoiris saris ligriirie. 



Tableau 6 : Evolution des parametres de dégradation à lr6tape I 
Milieu BCYT r&uit à 35OC 

Type de lignine 

Paille 
( soude 1 

Paille 
(Kraft 

--- 
Sciure peuplier 
( soude ) 

Sciure peuplier 
(Kraft 

----- --------- - 
T636in 
( sans 1 ign ine 1 

t, = temps zéro ; tr = temps final 

PH 

------.--- 

6,2 
7 

798 
- 

6 2  
7 

738 
- 

6,2 
7 

7.8 

6,2 
7 

7,8 

6.2 
7 

7,8 

Production 
de CH, 

(ml/g *e M.O.) 
---- ---- - 
637 
352 
566 

71 2 
687 
633 

___- --------- - 
652 
437 
487 
- -------- - 
660 
587 
593 

944 
1108 
980 

Absorbante à 280 nm 

t O 

4,31 
4,26 
4,15 

4,47 

t i 

4,17 
3,91 
3,47 

2,58 

% 
reduction 

4,4 
8,2 
16,4 

42,2 
18,6 
10,t 

19,6 
22,l 
11,6 
--- 

31 ,4 
14 

37,l 
-- 

53,6 
4 9 

49,3 

3,46 
4,14 4s25 1 3.7 

4,48 
4,25 
4,14 

4,42 
4,22 
4,15 

-.--- 
4,27 
3,83 
3,79 

3,6 
3,31 
3,66 

3,03 
3,63 
2,61 

1,98 
1,95 
1,92 



4 
Lignine (soude ) , de 

PH 7,8 

J 
, a  
l 
I 
l 
l 

t' 
14  

* 

Lignine K r a f t  de sciure 

PH 7,8 

Lignine Kraft de paille 

paille 

L Lignine K r a f t  de Paille 

b .  - - 

Témoin 

F i g .  30 : Analyse par perrnéation sur gel  des  6chan t i l l ons  l i q u i d e s  de 
17S tape  1 



Pour ces raisons, les résultats des premiers essais ne sont considérés que 

comme indicatifs. Toutefois, ces résultats nous ont permis de sélectioner des 

paramètres de culture plus restreints pour l'essai suivant. Pour établir cette 

sélection tous les parametres analytiques ont été tenus en compte, non 

seulement ceux qui sont indicatifs d'une degradation de la lignine tabsorbance 

dans lTU.V.,GPC) mais aussi la production de méthane et l'abondance de 

croissance bactérienne (par observation au microscopel. 

D'autres facteurs doivent aussi être considérés pour l'interprétation 

des résultats. La solubilité des lignines utilisées n'était pas uniforme, en 

général des lignines de paille ( à  la soude et KRAFT) étaient plus solubles 

dani le milieu. Cette solubilité des lignines etait aussi influencée par le pH. 

Le pH acide (6 ,2 )  diminuait la solubilité tandis que les conditions 

d'alcalinité (pH 7,8) permettaient une meilleure dissolution (Tableau 7 ) .  

Tableau 7 : Soluhi l i t4  des l ignines  dans l e  milieu de cul ture  aux d i f f 4 r e n t s  pH 

.......................................... 
Type de lignine pH 6,2 pH 7,2 pH 7,8 
.......................................... 
Paille (soude) + + + + +++ 
Paille (Kraft) t + + +++ 
Sciure (soude) 2 + + 
Sciure (Kraft) - + 2 - + 
.......................................... 
I partiellement soluble 
+ peu soluble 
++ soluble 
+++ complètement soluble 

Cet aspect est important car la courbe d'absorbance pour la lignine 

soluble n'est pas lineaire, ce qui veut dire qu'au dessus d'une certaine 

concentration de lignine, les valeurs d'absorbance ne varient guere. Ceci 

explique le choix des lignines et conditions de pH et températures pour les 

cultures d'enrichissement. 



94.- 

CUL T U R E S  D'ENRICHISSEMENT : ETAPE II 

Les cultures préliminaires ont donné une indication sur les 

conditions ae culture les plus favorables à la aégradation de la lignine. A 

partir de ces incubations, nous avons préparé des inoculums pour une culture 

d'enrichissement dans des flacons d'un litre contenant le même milieu. 

Nalgré son interférence, l'extrait ae levure a été aussi utilisé pour 

ces incubations car il était important à'avoir un milieu riche afin àe 

favoriser la croissance d'organismes présunés exigeants. 

D'autre part, horfiis l'utilisation aeç ~êmes méthooes analytiques 

pour le suivi des incubaîions à partir des échantillons prélevés, cenirifugés 

périociiquement du niiieu de culture, une r~éthocie àe fractionnement de ces 

rnênes écharitillons a éLé uîiiisée, suivant ;e schérna proposé par JOKELA et al 

( 1 9 8 5 ) .  Cette séthocie pernettrait en principe d'isoler ies possibles proàuits 

intenmédiaires (monomères phénoliques) àe la ciégradation rie ;a lignine et ae 

lel~r analyse ensuite par CSKP. 

1 . -  Analyses des échantillons non fractionnés 

Le5 résulya~s aes arialyses sur Ces échari~iilons non fractionnés sont 

moritrés cians le Tableau 8 (page 9 5 )  et les Figures 37 et 32 (pages 96 e t  9 7 ) .  

Les données ré suit an^ des anslyses des échantillons prélevés durant 

ces incubations mettent en évidence des tenàances senblables à ce" L les 

observées iors des premiers essais. Après une période à'lncubation d'environ 

90 jours des Siminutions en absorbante dans 1'g.V.  ( 2 8 0  nm) ont été observées, 

une nodificarion dans les spectres d'absorption ainsi que des variations en la 



Tableau 8 : Variations de l'ahsorhance à 280 nrn des diffgrentes lignines au cours 
des essais de 1 '&tape 11 

Paille 
( Kraft ) 

Témoin 
--------- --------- 
Sciure 
(soude ) 

T6rrioin 
------ - -- --------- 
Paille 
( Kraft ) 

Témoin 

Sciure 
( Krdf t 

- ---- ---- 
Témoin 

Absorbance à 280 nm 
% de 

t, 1 t, [r6duction 

t, = temps zéro ; ti = temps final 



Lignine Kraft de p a i l l e  

Abs 
Lignine - 
( soude)  de 

Fig. 31 : Spectres drahçorption U.V. des échantillons liquides non 
fractionnes de 1 '&tape II 



Lignine 
PH 7 ,8  

I 

Kraft de. p a i l l e  

1 Témoin 
Témoin lJ t o  

t, : temps i n i t i a l  

tf : temps f i n a l  

F i g .  32 : Chromatogrammes en perrneation szcr gel des échan t il 1 ons l iquides 
non fractionnés d e  I re tape  I I  



t a i l l e  e t  la  p o s i t i o n  d e s  p i c s  é l u é s  d e  la colonne d e  Séphadex 6-25. 

L e  mi l i eu  d e  c u l t u r e  (BCYT) é t a n t  l e  même que pour l ' e s s a i  p récédent ,  

l e s  i n t e r f d r e n c e s  a n a l y t i q u e s  dûes à la présence d e s  g lycopro té ines  d e  

l ' e x t r a i t  d e  l evu re  o n t  cont inue  à s e  mani fes te r ,  a i n s i  que l e  montrent l e s  

s p e c t r e s  correspondant  aux témoins ( s a n s  l i g n i n e )  pour chaque type d e  l i g n i n e  

(F igure  31, page 9 6 ) .  Tou te fo i s ,  l a  c ro i s sance  bac ter ienne  é t a i t  importante ,  

comme l e  montraient  l e s  obse rva t ions  au microscope, donc encourageante pour l a  

s u i t e  d e s  expér iences .  Considérant que d ' ap rè s  c e s  r é s u l t a t s ,  nous av ions  

developp6 une c u l t u r e  mixte capable  d ' u t i l i s e r  l e s  l i g n i n e s  modif iées  a j o u t é e s  

aü c i l i e u ,  t r o i s  q u e s t i o n s  fondamentales r e s t a i e n t  pour a u t a n t  résoudre  dans  

1 ' irnK.Gdiat : 

a )  La pr4se;-]ce d 'un  rr!inimum d'oxygèrie, a i r i s i  que c e l a  a v a i t  é t é  

suggéré pa r  l e  U r .  ÇALKINOJA-SALONEN ( cor~münicat ion persorinel l e  ) , e t a i t  - e l  l e  

néces5a i re  pou^ provoquer une dépo lyné r i sa t ion  e t  une d é g ~ a d a t i o n  de  l a  

lign.r-;e ? 

b )  L ' u t i l i s a t i o n  d 'un  mi l i eu  de c u l t u r e  r i c h e ,  contenant  e x t r a i t  de 

levu~?e  et t r yp tone ,  e s t -  il e s s e n t i e l  pour l e  développement d e s  S a c t é r i e s  

adaptges pendant l e s  expér iences  r é a l i s é e s ?  

c 1 Des ionce r i t r a t i ons  p l u s  e l evees  d e  l ign i r ies  p o u r r a i e n t - e l l e s  a v o i r  

d e s  e f f e t s  i n h i b i t e u r s  s u r  l a  c ro i s sance  des  Ficroorganismes et /ou l e u r  

dégrada t ion  7 

Pour t e n t e r  d e  répondre 2 c e s  ques t ions ,  p l u s i e u r s  expér iences  ont 

é t e  r-.Galis4es ( v o i r  F igure  29,  page 8 4 )  e t  l e u r s  r k u l t a t s  s e r o n t  d i s c u t é s  

p l u s  t a r d  . 



II.- Analyse des fractions 

Les deux parties résultant du fractionnement des échantillons 

liquides prélevés au cours des incubations (voir Figure 27, page 761, ont été 

anaiysés de la même façon que les échantillons non fractionnés. 

Les fractions solubles aans l'acétate d'éthyle présentent dans tous 

les cas une absorbance dans l'U.V. moins élevée (Tableau 9, page 100) que 

celle aes fractions inso;ub;es (aécrites comme précipitats). Ceci pourrait 

s'expliquer par le fait que les composés phénoliques monomères ou oiigomères 

de petite taille sont soiubiiisés dans la couche organique, tandis que ies 

polymères plus granàs précipitent àans le milieu acide. Les glycoprotéines de 

l'extrait àe levure devraient en principe se retrouver autant dans ia fraction 

insolubie que àans la fraction solu>le, ce qui expliquerait les réciuctions en 

absorbance observées dans les térnoins qui ne contiennent pas de iignine. Cet 

effet apparaît plus atténué cians les spectres d'absorptiori. (Figures 33a et 

335, pages : O; et 102) . 

La chro~atographie sur gel sen5le indiqüe~ la présence aans la 

frac~ion insoluble (précipité) Ce ;a majeure partie àe l'extrai: Be levure car 

l'élutiori des extrai;~ ne àonne p;s ae pics sur les chromatogranmes rie 

perrnéation sur gel (Figures 34a et 34b, pages 133 et 104). 

S'analyse àes extraits par CLHP montre la disparition de certains 

pics après la périoae d'incubation (Figures 3% et b, pages 105 et 106) pour 

CouTes les lignines.i,es chromatograrnrnes des témoins ne présentent pas de 

variation notable entre le début et la fin àe l'incubation. Une interprétation 

possibie cie ces résultats pourrait être le métabolisme des phénoliques organo- 

solubles par les nitroorganismes àe la cu1:tire mixte. L'identification des 

composés phénoiiques séparés en CLHP est mise en ùifficuixé par la àiversité 



Tableau 9 : Variations de Irabsorbance à 250 nm deç différentes fractionç de 
lignines arr cours des essais de Ir8tape II 

Absorbante 280 nrn 
F r a c t i o n  % de  

tf réduc t ion  

P a i  1 l e  7 ,39 48,4  
( K r a f t )  7 1 ,307 5C1,9 

T6mo i r i  A 7 ,255 2 , 9  
B 7 , 05 9 2 , 4  

Sc iu re  A 7 , 8  ,93 ,365 
(soude ) 7 , 8  3 , 6  52 ,6  ' 
Terno i n  7 , 8  ,57 ,283 

,49 6 9 , 8  

,308 51 ,3 
B 7g.9 3 , 1 4  58 ,2  

T6rrio i n  7 , 8  ,304 
,464 59 

--------- 
Sc iu re  7 . 8  
( K r a f t  ) a 7 ,  8 

E O 

( " 1  
A = f rac t ic ln  s o l u b l e  dans 1 1 a c 4 t a t e  d 1 4 t h y l e  
R = f r a c t i o n  hydrosoluble r e p r e c i p i t e e  p a r  a c i d i f i c a t i o n  
- - - - - - - - - -  

t, = ternpl zéro ; t r  = t e r n p ~  f i n a l  



I , t e m p s  i n i t i a l  
, - - temps f i n a l  

T : Témoin 

F i g .  33a : Spectres d'absorption U.V.  de la fraction précipitee des 
6chantillons 1 iquides de 1 'étape II (KP = i ign ine  KRAFT de  
paille) 



Abs 

t e r r i p s  i n?&ia l  2,7 

,-,temps f i n a l  

T : témoin 1, ij 

220 280 340 400 nrn 

F i g .  33b : Spectres d'absorption U . V .  de la fraction organct-soluble des 
échantillons liquides de Iretape I I  (KF = i i g n i n e  KRAFT àe 
pa i l l e )  



e x t r a i t s  
p r é c i p i t a t s  I l >  

temps i n i t i a l  - 
temps f i n a l  -- - 

F ig. 34a : Analvse par chromatographie sc~r gel des fractions' des 
&chantillons 1 iquides de l'&tape I I  (KP = lignine KRAFT c e  
paille ; S = lignine souee ae peuplier ; KS = l i g n i n e  KRAFT ae 
peupi  ier  



Fig. 34b : Anal yçe par chromatographie sur ge l  des  f r a c t i u n ç  des  t&rnoinç 
d e  1 ' é t a p e  I I  ( T  = térr~oir-I saris l igr-~ine ; T,, = ternoin ~ ~ I - I S  

l i gn ine  pour KP ; Te = ternoir-1 sans l ign ine  pour Ç ; 
L TKe = cemoin sans l ign ine  pour KSI  





, Lignine 

Témoin 
4- 

Lignine Krafi de sciure 

Fig. 35b : Analyse par CLHF' des fractions des échantillons liquides de 
l'&tape I I  (snitel 



des structures probables ainsi que par les possibles interactions avec des 

résidus de polyosides qui pourraient se trouver dans le milieu. 

Ces observations nous ont amené à considérer que la procédure de 

fractionnement apporte des renseignements compl6mentaires mais non d16vidence 

concluante sur la dépolymérisation de la lignine dans les conditions de 

l'étude. C'est pour cela que dans les expériences ultérieures, cette procédure 

de séparation des échantillons n'a pas 6té  employ6e ; en revanche, nous avons 

préf4fé agir sur d'autres variables concernant les conditions de culture, 

comme indiqué à la Figure 29 (page S 4 ) .  



EFFETS DE CONDITIONS tiICROfhEROPHILES 

ET DE LA CONCENTRATION 

DE LIGNINE : ETAPE III 

Les variables introduites dans cette étape du travail étaient, d'une 

part l'utilisation de conàitions microaérophiles déjà décrites, et d'autre 

part, l'établissement d'une gamme Qe concentration des lignines allant de 73 à 

600 mg/l. üne série de flacons contenant le même milieu (BCYT) mais réauit 

cette fois, a été préparée au même temps. 

La sélection au pH 7,8 pour cette expérience obéit essentiellement 

aux critères àe solubiiité exp;iqués auparavant, aussi bien qu'aux 

observations visuelles ot microscopiques sur la densité ae la croissance 

bac:érienne à ce pfi. Il en est de même pour le type de lignine qui a é ï é  

Ilnit6 2 l a  lignine KRAFT de paille. 

La proOuction Ge méthane, exprimée en ml CH,/g H.O. a été suivie par 

aes prélèvements périodiques àléchantil;ons de l'atmosphère des flacons 

d'incubation, analysés ensuite par chromatographie en phase gazeuse. 

La cinétique de prociuction àe méthane qui est illustrée à la Figure 

3 6 ,  page : O 9 1  montre que seule ;a concentration la plus faible en lignine ( 7 3  

mg/i) favorisait une production de méthane plus importante que celle àu ïénoin 

sans lignine. Les concentrations àe 150 et 300 mg/l de lignine àor-iriaienr un 

rendement en méthane semblable A ceiui àu témoin, tandis que les flacons à 600 

ng/l de lignine avaient une méthanisation pius faible que celle du témoin. 

Ceci impliquerait un possible effet inhibiteur àe la lignine sur ;a 

m6thanogénèse, au dessus d'une certaine concentration. Une telle inhibi~ion 



Temps (jours) 

Fig. 36 : Cinetiques de prcxiuction de méthane à l r4 tape  I I I  

O 30 60 90 

Temps (jours) 

Fig. 37 : Cinétiques de prcxluctian de méthane pour un mi l ieu non rgdui t  à 
1 ' é tape  I I I  



pourrait être expliquée par la sensibilité des méthanogènes aux toxiques tels 

que les compos6s phénoliques qui pourraient apparaître dans le milieu comme 

resultat de l'addition des lignines et de son éventuelle dépolymérisation. 

D'autre part, il paraît évident que la majeure partie du méthane 

retrouvée dans 11atmosph6re des flacons provienne du métabolisme de l'extrait 

de levure et de la tryptone. En consequence, lorsque l'on utilise un milieu 

riche comme le BCYT pour des essais de dégradation de lignine, la production 

de méthane ne suit pas la même cinetique que la dégradation de lignine et ne . 

convient donc pas en tant que parametre cinétique de suivi pour ce type 

d'expérience. 

Par ailleurs, en ce qui concerne l'utilisation de conditions 

microagrophiles, on peut conclure que la non réduction du milieu n'apporte pas 

d'amélioration sur la production de gaz. Une différence minime entre les 

volumes de méthane produits par les nilieux réduits avec le mélange cystéine- 

sulfure, et non réduits a 4té d6tecté comme lTi1lu-;tre la Figure 37 (page 109). 

Mais cette différence, tout comme celles observées avec les autres paramètres 

(voir ci-aprPs), n'a pas été suffisante pour justifier des essais ultérieurs. 

Cela rie veut pas dire, pour autant, qu'or-, rejette complètement l'hypotl~èse de 

ce qu'une tension rriiriimale d'oxygène pourrait aider a fa ~upture des liaisons 

inter-monmeres par un mècanisme nxydatif induit chez les microorganismes en 

pré5eiice de li. 1i:gnine. Cependant, lez coridit ions expérimeritales devraierit 

rûrririer-~t être a justPis . 

Mise en évidence de la dézradation de la lignine 

En ce qui concerne !es mesure5 arialytiques pour montrer la 

dégradat iori do la 1 igriirie, deux observat ior-15 esserit iel les ont été rPal isée-, : 



111. - 

1) t o u t  d'abord, nous avons observé que l e  f a i t  de  l a i s s e r  m e  

press ion minimale d'oxygène dans l 'atmosphère des  f lacons  d ' incubat ion  

influence t r è s  peu l e s  v a r i a t i o n s  en absorbance durant  l a  période e tudiee  

(Tableau 10, page 112).  D e  p l u s ,  l ' e f f e t  observe s e r a i t  p l u t ô t  néga t i f ,  c a r  en 

génera l ,  il y a une réduct ion  moins importante en absorbance dans les f l acons  

non r e d u i t s  ~ O K I K I P  l e  montrent l e s  s p e c t r e s  d 7  absorption (Figure 38, page 1 1 3 . 

2)  deux c iné t iques  d i f f e r e n t e s  sembleraient avoi r  l i e u  l o r s  de c e s  1 

incubat ions: 

a )  l ' e x t r a i t  de levure  e t  l a  t ryptone fonctionnant comme source 

d 'énergie faci lement d isponible  e t  q u i  s e r a i e n t  donc relat ivement rapidement 

consomm4s, donnaient l i e u  à une production de methane e t  une importante 

diminution en lTaGsorbance dans l ' U . V .  due 5 l ' u t i l i s a t i o n  e t  incorporat ion 

dans l e s  c e l l u l e s  des  p r o t é i n e s  e t  des  ac ides  aminés provenant de l ' e x t r a i t  d e  

l evur-2. 

b) lorsque l e  mi l ieu  c o n t i e n t  des  l ign ines ,  l e  mOtaGolisrne des 

b a c t e r i e s  semble évoluer d i f  f @remrrier-it. Un possible e f f e t  ir-~hitjiteur pour ra i t  

s e  produire dans l e s  f l acons  contenant des  l ign ines ,  s u i t o u t  en ce q u i  

concerne l a  rnéthanogénèse. Toutefois ,  une population microbienne s e  d4veloppe 

e t  une d6pulymérisat ic)n pax-t i e l l e  des  l ign ines  semblait  a - ~ o i r  l i e u ,  comme l e  

suggPrenr l e s  chromatogra~imes d i  perméation s u r  Séphadex 6-25 (Figure 39, page 

1 1 4 1 .  

L'ar~al-yse par  chiomatographie l iquide  de h;iu+e prPcision (CLHP) 

n'apporte pas de pr4cisiot is  s u r  l a  d6gradatiot-I de l a  l ign ine ,  mis 21 part  ?a 

d i s p a r i t i o n  ou réduct ion  d i  c e r t a i n s  p i c s  correspondants 2 l a  f r a c t i o n  non 

retenue dans l a  colonne. 

Concernant l e  dosage des  suc res  totai.1~ ( p a r  l a  méthode du phénol- 

s u l f u r i q u e ) ,  la comparaison des  v a i e u i s  i n i t i a l e s  e t  f i n a i e s  dTabsorbance & 



Tableau 10 : Evolution des sucres et des lignines au cours de lr4tape III 
Lignine KRAFT de paille 

A. Milieu BCYT non réduit pH 7.8 

( jours 

2 ,293  
4 6 ,408 

,043  , î 1 3  ,112 ,362 

1 Lignine ( 0 . 0 .  280 nm)  
i 
1 

B. Milieu BCYT réduit pH 7 . 8  

....................................................... 
rçi&-e5 t il. O .  492 nrn > 1 

1,361 1 , ? 8  1 , 9 5  3,46  

,23 ,315 

Lignine (D .0 .  280 nm) 



600 m g  1-1 

Milieu réduit 

A A 

- 
Abs 75  m g  1-1 

3,6 

Milieu non réduit 
Milieu réduit 

1 

2,7 

1,8 1 '  
i i 
1 l 
t 3 

1 :  
1 ; 
1 .  

1 :  

! '. 
! '. . . 

O, 9 

I . . . . . . . . .  

220 280 320 360 400 (nm) 

F i g .  38 : Spectres d'absorption U.V. des échantillons de l'étape III 



Milieu BCYT sans l i g n i n e  
Mil ieu non r é d u i t  non r é d u i t  

Mil ieu r é d u i t  
n 

1 
r é d u i t  

/ \  Milieu non r édu i f  Milieu non r é d u i t  

Mil ieu r é d u i t  1 Milieu r é d u i t  

t e m p s  i n i t i a l  
,--temps l i n a l  . 

F i g .  39 : Analyse par chromatographie sur gel des 6chantillans de Iretape III 



492 nm, permet de conclure à la consommation presque complète des sucres 

solubles dans le milieu de culture par les microorganismes de la culture. 

Cependant, à ce propos, il convient d'analyser les données avec prudence car 

la méthode de dosage utilisée pourrait présenter des interférences dûes à la 

formation de chromophores en milieu acide par les monomères phPnoliques 

potentiellement présents dans le milieu de culture. Toutefois, malgré cet 

inconvénient, cette technique permet d'observer un autre aspect du métabolisme 

de la culture mixte étudiée. Si on admet que le dosage concerne exclusivement 

les oses présents dans le milieu, il faudrait considérer que les sucres soit 

de l'extrait de levure ou de la lignine, sont utilises rapidement par les 

bactéries en tant que source d'énergie, et que la lignine n'est que légerement 

attaquée. 

Conclusions 

Les conditions microaérophiles n'ont pas modifié la cinétique 

d'utilisation de la lignine dans les conditions expérimentales employées. 

D'autres modifications concernant l'environnement de croissance pour les 

microorganismes sont nécessaires afin de pouvoir observer et mesurer plus 

précisément les changements chimiques et structuraux ayant lieu pendant la 

période d'incubation. 



M I N E R A L  : E T A P E  I V  

L ' u t i l i s a t i o n  d'un mi l i eu  de c u l t u r e  er i r ichi  (BCYT) au d6Lut de c e  

t r a v a i l  a  peut  ê t r e  f a c i l i t e  l ' a d a p t a t i o n  d e s  microorganismes de l ' inoculum 

o r i g i n a l  aux s u b s t r a t s  l i gn ino ïdes  a j o u t é s  comme sources  d e  carbone. Cependant 

a i n s i  q u ' i l  a 4 t é  s i g n a l é  precédemmment, c e r t a i n s  composants du mi l i eu ,  

ncttarnrrgent 1 ' e x t r a i t  d e  l e u r e  e t  l a  tryptol-je, masquaient l e  métabctli-,rrie des  

l i g n i n e s  pendant l e s  incubat ions  rendant  donc d i f f i c i l e  la  mise en évidence d e  

l a  dPgradat ion de c e s  composés. 

Corisidérarit qu ' ap rè s  deri>! pé r iodes  d '  iricubation 6' e ~ ~ v i r o n  100 jours  

chacune, l e s  microorganismes de  l a  cu l eu re  mix?e u t i l i s é e  pour ra i en t  pousser 

u t i ? i s a n t  l a  l i s n i n e  modifiée comme seu le  source  de cark~one e t  a f i n  d '  é v i t e i  

l e s  i n t e r f é r e n c e s  dues  A l ' e x t r a i t  de  levüre  e t  l a  tryptorie un mi l i eu  rninirnurr; 

BC (ibn5 e x t r a i t  de  l evu re ,  n i  t r y p t o n e )  a  ét15 prépare  e t  une gamme d e  

ccincentr7atiori de l i g r i i n r  ( l i g n i n e  KRP.CT de  p a i l l e  de  b l 6 )  a e t 6  a j o u t é e  aux 

f l a c o n s  d ' i n i u h a t  ion.  

Urie r4ductic)!-1 s e n s i b l e  dans  l a  prctduction de  iriétharie par  r appor t  acx 

e s s a i s  p r k i d e n t s  CI é t é  sbseivGe t o u t  au long de  c e t  e s s a i .  D'autre  p o r t ,  l a  

quant i t ic i  d e  rr:Gthane (eri m l  CH4/g  M.O. da:-1s l e s  f l a c o n s  témc)ins é t a i t  ric)iris 

importdrste que dans l e s  é c h a n t i l l o n s .  Pa r  a i l l e u r s ,  üne r e l a t i o r i  d i r e c t e  eritx-e 

l a  product ion de  aé thane  e t  l a  concen t r a t ion  du s u b s t r a t  carboné a  pu ê t r e  

observé. !Figure 4 0 .  page 117) .  Ces obse rva t ions  ont  germis  de  dt5duire que: 

a )  l'absence de sources  de  carboné e t  d16nerz iè  rapidrment 

dispori ibles  t e l l e s  que l ' e x t r a i t  d e  levu-e e t  l a  tryptorie r e s t r e i n t  l ' a c t i v i t é  



50 100 

Temps (jours) 

F i g .  40 : Cinetiques de production de mdthane à Iretape IV 



118.- 

méthanogénique et provoque un changement dans la cinétique globale des 

cultures. 

b) l'utiiisation ae ;a lignine moaifiée comme source de carbone ne 

comporte pas ues effets inhibiteurs sur l'activité microbienne à aucune des 

concentrations empioyées lors de cet essai. La croissance bactérienne était 

abondante ainsi que le montraient les observations au microseope des 

éc3antilions prélevés. 

C) ;'apparition d'AGV dans le milieu ae culture semble être 

irrégulière, nais e5T apparernnent liée à ;a proauction de méthane; ainsi, elle 

est plus importante vers le 4same jour, juste avant ie maximum de production 

de nethane, que vers ;a phase finale de l'essai ( i i 5  jours) ou la production 

ae gaz semblait raientir (Tableau ;:, page 119) .  

Concernant le suivi ae dégradation de lignine par les variations en 

absorbance, les résultaTs obtenus montrent que: 

- pour les témoins, ii n'y a ~ratiquernsnt pas de modification dans 

l e s  valeürs initiales et finales ci'absorbance. Les réciuctions en absorbance 

les 2 1 ~ 5  accentuées apparaissent aux concentrations ae lignines les plus 

élevées ( 3 0 3  et 600 mg/;) malgré le fait qu'au aessus d'une certaine 

cînccntration ue iignine dans le miliec, la relation absorbante-concentration 

cievi?r;ne logarithmique (Figure 4:, page ;20) .  

Le passage Ses échantiilons à travers Be la colonne Ge 6-25 montrait 
1 
I 

aussi fies ciéplacer?.enTs et diminution cies pics en cornparaison aes pics de 
l 

ù é p a r ~ .  Ceci inaique une probable dépolymérisation des fractions les pius 1 

iouràes cie ;a lignine ainsi que le catabolisne des molécules plus petites I 

correi;pondanr au cieuxièrne pic dans les chronatogramrnes à 2 pics obtenus pour 

tous les Pchant i l ions ( f ig . 42, page i 2 :  ) . 



Tableau 1 1 : Evol ut ion des parama tres de d4padat  ion à 1 '&tape IV 
Lignine Kraft de p a i l l e  
Milieu BC r4du i t  pH 7.8 

A. Sucres  (rng/l) 

Temps Ternoin 75 mg/l 150 mg/l 300 mg/l 600 mg/l 

1 0 4,52 50,74 43,34 206,58 452,47 
4 5 ‘08 4,11 2,71 12,01 63,49 

115 1,97 4,03 5,59 13,65 36,35 
150 3.13 6,83 9,13 l6,20 

B.  Lignine (D.O. 280 nm) 

Temps Témoin 75 mg/l 150 mg/l 300 mg/l 600 mg/l 

C .  A . G . V .  ( g / l )  

Temps Ternoin 75 mg/l 150 mg/? 300 mg/l 600 mg/l 



1 

Temps initial Temps final i 
1 

Fig. 41 : Spectres d'absorption U.V. des échantillons liquides de 1 'étape IV 



temps i n i t i a l  
,-, temps final 

Fig. 42 : Chromatagramries en perméation sur gel des échanti l lons 2 iquides 
d e  1 'é tape I V  
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Le dosaee des sucres totaux signale une diminution considérable dans 

le contenu des sucres pendant la période d'incubation, ieur utilisation comme 

source d'énergie pouvant favoriser le cazabolisme de la partie polymérisée aes 

lignines doit être considérée (Tableau 11 ,  page 118). Aucune accumuiation ae 

monomères phénoliques n'a pu être mise en évicience par les analyses en CLHP, 

ce qui pourrait impliquer qu'ils sont transportés et métabolisés rapiàemenz à 

l'intérieur des cellules. 

Les microorganismes aaaptés préalablement sont capa5ies de pousser 

dans un milieu contenant uniquenent des lignines modifiies comme source ae 

carbone. Une production mineure, mais uétectable, ae méthane a été retrouvée 

pensant ia périod? G7incuSation éruaiée. 

Les fractions àe poids moléculaires moins éievées ont été plus 

1 facilement ïGtabolisées que celies Ge taille molécuiaire plus granae,comme 

l'ill~strent les analyses en chrowatographie sur gel. Cette observation avait 

déjS  été nenxionnée par COLEZRG et YOUKG (ï982, '985) dans des conditions 

siniiaires. 

Par ailleurs, les résiGus àlhémiceliu;ose liés covaientiellement à la 

lignine Cmêne après l'extraction) pourraient fournir l'énergie aux 

micr~organlsmos adaptés pour effectuer 15 àépolymérisation des polymères 

co~plexes. Cette hypothèse pourrait expliquer la cicétique druti;isation des 

sucres (dosés par le phénol-su;furique) observée tout au long ae ces 

expériences. 
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DEGRf-lDRTION D E S  L I G N I N E S  P U R I F I E E S  : 

La présence d e  r é s i d u s  d e  polyos ides  l i é s  physiquement ou 

chimiquement à la  l i g n i n e  u t i l i s é e  comme s u b s t r a t  dans nos expér iences ,  a v a i t  

& t é  mise en évidence p a r  d e s  dosages d e  s u c r e s  to taux .  11 e s t  év ident  que l e s  

méthodes u t i l i s é e s  pour ?a prépa ra t ion  d e s  l i g n i n e s  ( d é t a i l l é e s  dans  l a  

méthodologie) ne p rodu i sa i en t  pas  d e s  l i g n i n e s  "pures" e t  d e s  r é s i d u s  

d 'hemice l lu lose  ou d ' a u t r e s  s u c r e s  l i e s  .2 l a  p a r o i  v i g é t a l e  pour ra i en t  

r 4 s i s t i r  au t r a i t emen t  e t  r e s t e r  a t t a c h é s  à l a  l i g n i n e  pa r  des l i a i s o n s  

covalen tes  ou non. 

Ceci ~ o r i r r a i t  s igr- i i f ier  Urie compl i r a t io r~  au riiveau d é  

l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r e s u l t a t s  lo-5 d e s  e s s a i s  de  d4gradatior-I de  l i g n i n e .  Pour 

e s saye r  de surmonter c e t  o b s t a c l e ,  nous avons chercher  dans l a  l i t t e r a t u r e  une 

methode de p u r i f i c a t i o n  [LUNQUIÇT e t  K I R K ,  i980] capable d ' en l eve r  une 

f r a c t i o n  i n p a r t a n t e  d e s  s u c r e s  "co i?ésU aux l i g n i n e s .  Une f o i s  "purif i6es1 '  l e s  

3 ~i,ri,,i-, :;:r4pai7ies au lah ts ra to i re ,  do mSmo quo l a  l i gn ine  comcrierciale u t i l i s e r  

comme f i f e ~ e r i c e  ( Indulirie AT) orlt 4 t i  a jout4es comme s u b s t r a t s  carbonés e t  

l e u r s  i i i - i+t iques d e  dégrada t ion  comparée 2 c e l l e s  d e s  m e r r i s  l i g n i n e s  riur-1 

p ü r i f  i i e s .  

La pïnc4dure do pl- rif fi cation u t i l i s é e  p rodu i t  deux f r a c t i o n s ,  l ' u n i  

formie par  l i g n i n e  s o l u b l e  dans l a  phase organique,  e t  l ' a u t r e  comprenant l a  

 majeur^ p a r t i e  d e s  s u c r e s  a i n s i  que l e s  p a r t i e s  hydrosolubles  de  l a  l i g n i n e .  

L?s deux f r a c t i n n s  ont  é t é  a j o u t e e s  comme sources  d e  carbone l o r s  d e  c e t  essai. 

Un f a c t e c r  importarit, s o u l i g n e r  pour c e t t e  exp4rlerice, e s t  c e l u i  d e  l a  

s o l u b i l i t é  d i s  l i g n i n e s  a j o u t e e s  au mi l i eu .  A la  d i f f g r e n c e  d e s  e s s a i s  

p r4c iden t s  dznz l eque l  l a  li .gnine f u t  a j o u t é e  au mi l ieu  de  c u l t u r e  avant  l a  



stérilisation, dans ces essais, les lignines furent prédissoutes 

(partiellement ou completement selon le type de lignine) dans de l'eau 

alcalinisée à pH 1 1 ,  et stérilisées séparément avant d'être additionnées au 

milieu de culture. Ces lignines avaient des soluhilites variables allant de 

très solubles pour les lignines KRAFT de paille (surtout la lignine non 

1 purifiée) jusqu'à très pou solubles pour les Indulines, spécialement la 

fraction orgariosoluhle. 

Suivi de la d4nradation des lignines 

Les deux types de lignines utilisées pour ces essais ont été incubés 

dans les mêmes conditions, et des prélèvements de l1atmosph+re des flacons et 

du liquide de cr:lture ont permis d'établir une cinétiqüe probable du cours des 

incuba? io~~s. 

Une production n4gligeabie de méthane a éti détectée pendant ces 

manipuiat ions, même 7 20 jours d ' incubation. Néanmoins, une activité 

méthariogénique plus forte a pu Stre observée dans ?es flacoris contenant la 

lignine KEAFT di paille cornparSe à ceux conteriant l'lriduline (Figure 43, page 

1 2 5 , .  

Pour 1 ' Induline commerciale, on observe ürie diminution importante de ? 

1 ' Induf ini et ses deux fractions. L ' ahsorhance diminue plus rapiderient 

pendarisl .le5 60 ~remiers jours (Figure 44, page 125) et graduellement vers la 

fin de ?'expérience. Er1 revariche, les sucres totaux (Tableau 12a, page 126) 

rnoritr'~r-it rine augrneri tat ion en conccentl-at i ~ n  après les 60 prerriiel-s jours 

d'incubation et une diminution vers 13 fin. 



Ternoin 

KP 0.6 g/l 

KP 1.2 g/l 

KP 1;8 g/l 

KPo 0.6 g/l 

KPo 1 2  g/l 

KPw 0.6 g/l 

KPw 1.2 g/l 

Fig. 43 : Cinetiques de production de méthane pour la lignine KRAFT de 
paille 2 l'étape V 
[KP = l i g n i n e  KRAFT de p a i l l e ;  KPo = f r a c t i o n  organique de KP ; 
KPw = f r a c t i o n  aqueuse de  KPI 

Fig. 44 : Cin4tiques de prcdnction de methane pour 1 'Indnl ine 3 1 'dtape V 
[ I  = Indul ine  ; I o  = f r a c t i o n  organique de  1 ; I w  = f r a c t i o n  

aqueuse d e  I l  



Tableau 12a : Evolution des paramètres de dégradation à l'étape V 
Induline Westvaco 
Milieu BC réduit pH 7.8 

---------------___--------------------------------- 
sucres totaux <pg/mi) 1 

Induline 

3,4 
11,4 

118 

Lignine (D.0. 280 nm) 

Induline Induline 
fraction organ. 
0,6 g/l 1,2 g/l 0,6 g/l 

-------- ----- 

l 9  Li:: 13,5 
13,1 17,3 

Tableau 12b : Evolution des paramètres de degradation 2 Iretape V 
Lignine Kraft de paille 
Milieu BC r6duit pH 7.8 

/ Sucres totaux (vg/rnl) I 
Lignine totale Fraction Fraction 

organique aqueuse 

2 26.8  

118 

Lignine (D.0. 280 nm) 
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Les spectres d'absorption illustrent dans tous les cas, une réduction 

notabie ciu maximum d'absorption vers 280 nm (Figure 45, page 1281, ce qui se 

traduit en chromatographie sur gel par une réduction de taille des pics élués, 

surtout au deuxième pic correspondant aux oligomères de poids moléculaire plus 

faibles (Figures 46a et 46b, pages 129 et 130). 

La chromatographie liquide de haute performance (CLH?) signale la 

présence au début de cette expérience ae certains composés phénoliques, dont 

la nature n'a pas été établie car leur temps de rétention ne correspond pas à 

aucun de ceux des étalons des composés phéno;iques monomères, utilisés pour 

l'étalonnage des conditions d'anaiyse. Par ailleurs, même si une 

quantification n'a pas été possible pour ces analyses, il est évident que les 

lignines organo-solubles contiennent davantage Ge phénols que celles hydro- 

solu5les (Figures 470, 4% et 47c, pages i 3 ' ,  132 et 133;. 

Après la période d'incubation, la gajeure partie des pics observés au 

débu? a ùisparü, mettant en éviùer-ice la aégradation a'une fraction ae ia 

matiere organique de caractère phénolique aaaitionnée au milieu de culture. 

3n compor:emen? très se~b1a5ie 2 celui décrit pour les incubations 

conterlant i'inàuline comme source de carbone, a été observé dans les flacons 

dont le milieu ùe culture contenait 13 lignine K X A ï T  de paille comme substrat 

(Tableau i2b, page ?26i. 

Conclusions 

La solubilité variable des lignines utilisées pour ces manipulations 

doit être tenue en compte au moment Se l'analyse aes résultats, car ii ne faut 

pas exclure la possibilité qu'une partie Se la lignine insoluble au départ 

soi; solubilisée durant l'incubation, augnentant de cette facon, les valeurs 



Abs 

3,6 

Induline 128. - 

t Lignine Kraft de 

Fractionnée 

-1 
1. fr.org. 1,2 gl 

-1 
2. fr-org. 1,2 gl-l 
3. fi?.org. 0,6 gl-l 
4. fr+.org. 0,6 gl 

. . .. __ .. _ ' ..:.. .- .. ..-- 
. _. __ -- -.. _ 

- ---..:---- -- --- 
l . . .  . f i . . . . . . .  . .  

220 280 340 400 ( ritn ) 

Fig. 45 : Spectres d'absorption U.V. des 4chantillons liquides de Iretape V 



Induline lignine Kraft de paille .0;6 gl-l 

Témoin 

temps initial 
temps final 

F i g .  46a : Chromatograrnrnes de perméat ion sur gel des  k h a n  t il Ions de 
l ' é t ape  V 



Ind. fractionnée 

-1 
fr. org. 0,6 gl 

Lignine Kraft de paille 
fractionnée 

1 - -  

Fig. 46b : 'Thromatogrammes de perrnkation sur gel des kchanti l lons de 
I r e tape  V ( s u i t e )  



131, - 
Lignine Kraft de paille (fractionnée) 1 

Fig. 47a : Analyse par CLHF' d e s  e 'chanti l lons l i q u i d e s  de  I r e t a p e  V 



Témoin 

F i g .  47b : Analyse par CLHF des 8chantillons liquides de l'&tape V {suite) 



a Induline , , 

F i g .  47c : Analyse par CLHF' des &chan 

. . 
l 1 1 1 ~ * 1  

O 2 4  6 8  10 t(rnin) 

tillons liquides de l ' é t a p e  V (fin/ 
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dlabsorbance et modifiant aussi l'allure des chromatogrammes obtenus par 

chromatographie sur gel. 

Ceci est important à signaler car la discusiion des résultats 

s'élabore sur les données obtenues à partir de l'analyse de la fraction 

soluble des prélèvements. 

D'autre part, la cinétique de l'utilisation des sucres liés à la 

lignine (dosés par la méthode au phénol-sulfurique) pourrait être interprétée 

en considérant que pendant la première partie de l'expérience (60 jours) où 

l'attaque microbienne sur les lignines semble être plus accentuée (ainsi que 

l'indiquent les valeurs d'absorbance à 280 nm), il existe une libération des 

sucres dans le milieu qui sont par la suite consommés en même temps qu'un 

ralentissemnt dans la vitesse de dégradation de lignine a lieu. 

Finalement, la "purification" des lignines a permis d'observer 

l'adaptation de la culture mixte à ces nouveaux substrats (aussi bien qu'à 

llInduline). En général, la fraction aqueuse est plus facilement attaquée que 

la fraction organo-soluble, ce qui pourrait s'expliquer par sa teneur plus 

élevPe en sucres. 

Cependant, les concentrations des sucres totaux dans les lignines 

de l'étude (même dans celles qui n'ont pas été purifiées) étant plutôt 

réduites ( <  10 % poids) leur influence sur la dégradation de la lignine peut 

être considérée comme mineure. 



Nous avons cons idé ré  que la c ro i s sance  bac tér ienne  observée au c o u r s  

de  l ' é t a p e  V e t a i t  f a i b l e  e t  donc i n s u f f i s a n t e  pour s e r v i r  d'inoculum daris la 

s u i t e  de n o t r e  t r a v a i l .  C ' e s t  pourquoi une s é r i e  de  f l acons  contenant  l e  

mi l ieu  SC e t  l e s  deux t y p e s  d e  l i g n i n e  ( l i g n i n e  KRAFT de  p a i l l e  e t  i ndu l ine  

Westvaco) d i rec tement  d i s s o u t e s  dans l e  mi l ieu  on t  @ t é  prPparés.  Le temps 

d ' incubat ion  a é t é  de  63  jours .  

Observat ions 

Une importante  r éduc t ion  de  l labsorbance  en U . V .  a é t 6  observée dans  

c e s  e s s a i s ,  maigre un temps d ' incubat ior i  re la t ivement  c o u r t .  

Les o s e s  p r6sen t s  dans l e  mi l i eu  ne semblent pas  ê t r e  consomr~és 

durant  c e t t e  pér iode  si l ' o n  en juge p a r  l e s  v a l e u r s  obtenues pour l e u r  dosage. 

Une f a i b l e  accumulation ~ ' A . G . v .  semble a v o i r  l i e u  (Tableau 13, page 136);  

l e u r  a é t h a n i s a t i o n  a u r a i t  pu s ' e n s u i v r e  si l ' i ncuba t ion  en a v a i t  é t é  

poursu iv ie ,  1-iotarrirrrerit pour ceux dont  l a  ccincer~trat  ion eri 1 igl-tine KRAFT àe 

p a i l l e  4 t a i t  p l u s  4lev6e ( 1  g / l )  a i n s i  que ceux contenant l ' i n d u i i n e  (F igu re  

4 Z 1  pa,ge 137).  Ce type d e  l igr i ine s e r a  ausrli u t i l i s 6  dans l e s  expér iences  

s u i v ~ r ; t i s ,  c a r  1 l iridulirie We.;tvaio appara i  t souvent comme s u b s t r a t  d e  

r e f 4 r e n i e  dans l e s  4tudos d e  degrada t ion  de ?a l i gn ine .  



Tableau 13 : Evolution des paramètres de dégradation à l'étape VI 
Lignine Kraft de paille et Induline Westvaco 
BC r6duit pH 7.8 

............................................................... 
sucres totaux (pg/ml) 1 

t -------------- Temps Lignine Kraft de paille Induline 
(jours) 0,5 g/l 0,5 g/l 1 g/l 1 g/l O, 5g/l 

24,9 
48 19,3 46,2 26 

22,4 2 5 

1 Lignine (D.O. 280 nm) l t-------------- T--- ;;;y----- 
1 4,12 4,18 4,25 4,32 

48 
6 3 3,05 3,70 3,70 

--------...------ 
A.G.V.  (g/l) 



Fig. 48 : Cinétiques de production de méthane à l'&tape VI 

30 60 90 

Temps (jours) 

UP 0.4 g/l 

KP 0.6 g/l 

PKP 0.5 g/l 

PUP lg/l 

PKP' 1 g/1 

i o.sg/i 

i 0.5g/I 

F i g .  49 : Cinétiques de production de méthane à l'étape V I 1  
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C U L T U R E S  D ' E N R I C H I S S E P i E N T  : ETf iPE VI1 

Cet essai peut être considéré comme une étape d'enrichissement et de 

réadaptation des souches qui ont été réinocuiées au long de ce travail dans 

des conditions différentes. 

Dans cette expérience, hormis la lignine KRAFT de paille et 

l'induline, nous avons préparé un mélange de lignine KRAFT de paille et de 

lignine Qe paille extraite à la soude. Nous avons ainsi essayé de mettre en 

évidence la capacité d'adaptation de la cuiture mixte aux substrats lignoïcies 

obtenus par des procédés divers. Nous espérions de cette manière faciliter le 

maintien de la culture en vue de la poursuite de l'étude. 

Comme aans ies incubations précédentes, ia lignine KRAFT de paille a 

été plus rapi~ement attaquée penaant ia première phase de i'incubation (42 

jours) ; par la suite, une stagnation a eu lieu (Tableau i4, page 139) .  Celle- 

ci se manifeste par une diminution ae la vitesse cie dégradation de la lignine 

mise en évidence -ar spectrophotométrie et gel perméation, et par un arrêt àe 

la prociuction cie aéthane. 

Toutefois, cians le cas du méiange des lignines (KRAFT et soude) la 

phase G'aSaptation semblait être plus longue, ainsi que ie montrent les 

clné~iques àe production cie méthane (Figure 49, page 137) et le dosage des A.G. 

1 V.(Tableau 14, page 1 3 9 ) .  Des périodes d'adaptation encore pius prolongées 

sont observées pour l'inciuiine, ce qui éCait prévisible étant donné la nature 

de la matière pregière d'origine (bois de ?in). 

La population microbienne observée au microscope est essentiellement 

la même quel que soit le type de iignine. Cependant, les proportions entre les 

aifférents types morphologiqueç représentés peuvent varier légèrement. Ainsi, 

dans ;a lignine KRAFT de paille, on observait une a3onaante population Ùe 

cocci de tailles aiverses, tandis que les bacilles apparaissaient isolés et 

moins abondants. En revanche, la croissance bactérienne sur induiine était 



Tableau 14 : Evolution des param6.tres de dégradation à Iretape V I 1  
Mil ieu  BC rédui t  pH 7,8 

1 suc res  totaux t~ig/m~.)  

-------- -------- -------- -------- -------- ------- ------- 
1 4,021 4,091 4,091 4,102 T 4,099 4,055 4,094 

4 1  ] 3,462 1 3;;:: [ 3;::; ] 3.::: 1 3;:;; ] :;8'7: ] 3,916 
8 7 3,45 3 , 9  

-------- -------- -------- -------- -------- ------- 
A.G.V. (g/l) 

Temps 
( j o u r s )  

1 
4 2 
8 7 

Lignine (D.0. 280 nm) 

Lignine 
Kraf t  de p a i l l e  

0 , 4 g / l  0 , 6 g / l  

8 1 

51 5 1 
Mélange l i g n i n e  Kraft 

e t  soude de p a i l l e  
0 , 5 g / l  1 , 0 g / l  1 , O g / l O , 5 g / l  

ii! 1 ::: 1 :!: 
-------- -------- -------- 

Indu1 irie 

1 , 1 5 g / l  
-------- 1 l:E 1 1  4 

-------- -------- 



moins abondante et bacilles et cocci s ' y  trouvaient en proportions similaires. 

Certains bacilles formaient des amas. 

Conclusions: 

La nature du matériel li~ocellulosique d'origine peut affecter la 

vitesse d'adaptation des microorganismes lignolytiques anaérobies. La teneur 

en oses des lignines utilisées semblait avoir peu d'influence sur la cinetique 

de l'utilisation de la lignine. Néanmoins la présence d'oses pourrait 

favoriser l'activité methano,' ~ene . 



C O M P A R A I S O N  E N T R E  L E S  E T A P E S  I V  A  V I 1  

Les étapes où nous avons utilisé un milieu dépourvu d'extrait de 

levure et de tryptone (BC) présentent un environnement identique pour la 

croissance des microorganismes, et permettent donc de comparer les cinétiques 

de dégradation de la lignine et de méthanogénèse. 

On remarque l'importance, déjà signalée par ailleurs, de ia 

solubilité de la lignine lors aes essais de dégradation. Ainsi, pour l'étape V, 

la lignine avait été ajoutée après stérilisation au milieu Se culture à partir 

ci'une solution concentrée et la solubilité finaie Sans le milieu était assez 

réduite par rapport à celle observée pour les autres essais où ia lignine 

était stérilisée une fois incorporée au milieu. Cette diminution de solubilité 

au substrat provoque 13 réduction au volume de méthane produit. Par ailleurs 

la fraction de lignine solubilisée dans cet essai était assez sensiblement 

dégradée, aussi bien pour la lignine KRAFT de paille que pour lrInduline AT 

(Tableau i 5, page i 42 . 

Une adaptation semble avoir lieu lors du passage S'une étape à la 

suivante ainsi que l'indiquent les variations d'absorbance U.V. (Tableau 15, 

page 1 4 2 ) .  La relation entre les cinétiques d'utilisation des sucres, la 

méthanogénèse et la variation à'absorbance U.V. apparaissent au Tableau i 5 ,  

page 1 4 2 .  Apparemment, une utilisation rapide des sucres conduit à une 

production de méthane plus forte, et en meme tenps à un ralentissement de la 

vitesse ae dégradation oes lignines (Tableau 15, page i 4 2 ) .  D'autre part, la 

méthode àe préparation de la lignine semble aussi influencer les cinétiques de 

culture, car le mélange de Lignines soucie et KRAFT de paille avaient des 

vitesses de dégradation différentes àe celles de la lignine KRAFT de paiiie 

seule. Ceci pourrait aussi être attribué au fait que le mélange semble 

contenir plus ae sucres que lignine KRAFT. 

L a  lignine de référence Induline AT Westvaco présente des cinétiques 



Tableau 15: Comparaison entre les différentes étapes IV à V I 1  I 

Lignine Kraft de paille 1 

incub . 
( jours 1 

1 v 11 5 
1 V 115 

i tot. 
'1' 

t i 

-------- 
Production 
de méthane 
(ml/l *e  M.0.) 1 

Lignine Kraft et soude de paille 

Temps 
incub . à 280 nm 

tr 

V I  1 32  
VI 1 4,10 137 

Induline AT (Westvaco) 

Production 
de methane 
(ml/g *e M . O . )  

1 (g/i> 1 (jours) 1 to 1 tf 

Etape Concentr. I I Temps 
ri O lignine incub . 

- - - - -  
t, = temps zéro ; ti = temps final 

Absorbarice 
280 nrri 

Sucres tot. 
(mg/l> 

to 1 tr 

Production 
de méthane 
(ml/g *e M.O.) 
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semblables pour toutes les étapes comparées. Toutefois les différences entre 

les cinétiques sont moins marquées que pour les lignines de paille, 

probablement à cause de de la plus forte teneur en sucres de ces dernières. 



144. - 
ESSAI DE DEGRADAIION DANS U N  HILIEU NON TAHPONNE 

P O U R  L'ETUDE EN R H N  : ETAPE UIII 

Plusieurs séries d'enrichissements ont été réalisées dans du milieu 

BC tamponné à 1'HSPES. Au cours d'un de ces essais des échantillons ont été 

préparés pour effectuer des analyses de lignine par Résonance Magnétique 

Nucléaire (RMN) (voir protocole Figure 50, page 1 4 5 ) .  Les spectres ainsi 

obtenus montraient une interférence importante due à la présence dlHEPES qui 

se trouvait en concentration supérieure à la lignine et provoquait des massifs 

considérables sur les spectres RMN masquant le faible signal des lignines. 

Pour éliminer cette interférence, nous avons décidé de réaliser plusieurs 

modifications aans les conditions de culture. Parmi ces changements, il faut 

surtout souligner la suppression de 1'HLPES du milieu. Il faut noter que ceci 

constituait une altération capitale dans l'environnement aes bactéries car 

faute du pouvoir tampon de llHEPES, le pH du milieu de culture était plus 

sensible aux variations provoquées par l'activité microbienne et même par la 

possible solubilisation de certains composPs (tels les acides phénoliques) au 

substrat comme résultat d'une incubation prolongée. 

D'autre part, la concentration de lignine dans le milieu a été 

portée à 6 g/l afin de pouvoir compter, à la fin de l'expérience sur une 

quantité àe lignine résiduelle suffisante pour la réalisation des analyses en 

RMN . 

La possibilité ci'une inhibition de la croissance des micro-organismes 

ou d'une modification dans les cinétiques, soit méthanogène ou ligninoiytique, 

comme résuitat des modifications signalées auparavant ne peut également pas 

être négligée. 

Le Tabieau 16 (page 1 4 6 )  montre les résultats des observations 

effectuées au cours de l'incubation. La production de méthane (en ml CH,/g M.0  

) apparaît considérablement réduite par rapport à celle obtenue aans les 



Milieu de culture 
+ Lignine ( 6  g. 1-' 

1 
Prélèvement de l'échantillon 

1 Centrifugation (5 000 RPM, 10 min) 

1 Culot (cellules r-p Surnageant 
+ lignine insoluble) 

Lyophiliser Précipitation avec 

Extraire avec 
(90 = 10 v/v) 
Dioxane - H,O 

-4 
Fraction Fraction 

insoluble soluble 

Eva ! oration Eva 1 oration 

H C 1  conc. (pH 1.5) 

1 Centrifugation 

e 
Surnageant 

1 * Lavage avec H,O d, 
( 2  fois) 

(2 fois) 1 
du olvant du solvant 

I r avec acétate d'éthyle 

Pesage Pesage Phase 1 1 
Centrifugation 

(CIXI) (CI aqueuse 

1 Phase organique 4 -  surnageant 

1 Culot 
Dosage 
des sucres Conc ntration 
totaux par 'vaporat ion 
(SI11 1 

1 
Dissolution 
dans MeOH:H,O Pesage - 
(50:50 v/v) 

Analyse par Analyse 
HPLC 
(SI) 

par RMN 
(CIXI 

Fig. 50 : Protocole de fractionneroent des 4chantillons pour 2 'analvse en RHfl 



Tableau 16 : Evolution des paramètres de dégradation à l'étape V I I I  
Milieu BC r e d u i t  pH 7.8 (50 m l  pa r  f l a c o n  300 mg M.O. 
/ f lacon  

1 sucres totaux ( ~ g / m l )  I 
Indul  . 

( j o u r s  ) inoc.  

.-------I--------I------I----------I-------- 

Lignine (0.0. 280 nm)  

KP = Lignine Kra f t  de  p a i l l e  
PKP = Lignine Kra f t  d e  p a i l l e  + l i g n i n e  soude de  p a i l l e  
Indul .  = Indui ine  Westvaco 

.-------------------- 
Indul .  Indul .  

(2)  non 
inoc.  

.--m 

BC 
inoc. 

-- ----- - 
305 327 0 
132 140 
173 240 

.------------- 
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flacons utilisés pour préparer l'inoculum (Figure 51, page 148; comparer à la 

Figure 49, page i 37 ) .  Le mélange des lignines (soude et KRAFT) de paille 

produit davantage de méthane comme conséquence probablement de ;'utilisation 

plus importante des sucres. En ce qui concerne la dégradation de la lignine, 

les deux mesures réalisées au cours de l'expérience montrent au départ une 

presque immobilité des vaieurs u'absorbance pendant la première moitié de 

l'incubation tandis que pendant la phase suivante il y a une augmentation dans 

l'absorbante à 280 nm eet à 310 nm.En même temps, on observe une consommation 

accrue des sucres durant la phase initiale tandis que celle-ci semble 

plafonner au cours de la seconde partie de l'incubation. Dans ies flacons où 

1'Induline a été ajoutée en tant que source de carbone, il n'y a pas de 

prociuction de méthane après 60 jours d'incubation. En revanche, la même 

cinétique que pour les essais contenant de la lignine de paille s'observe àans 

ces flacons par rapport aux nesures de dégradation de lignine (absorbance dans 

l'U.V.) et consommation des sucres. 

Le protocole ae préparation des échantillons pour l'analyse par RMN 

indique qu'on obtient plusieurs fractions différentes à partir de 

l'échantillon de départ. Une seule de ces fractions (Crr) était desTinée 21 la 

RXii  et les autres fractions ont donc &té analysées par les mèmes techniques 

qui celles utilisées tout au long cie cette étuàe. 

Les resultats ainsi obtenus sont transcrits dans le Tableau 17 (page 

1 4 9 ) .  La pesPe des fractions C,, au d6but et .?I la fin ae la période 

d'incubation indique une réduction de la fraction soluble précipitable à 

l'acide. En revanche, la partie organo-soluble S, (Figure 50, page i 4 5 )  serr~bie 

augmenter en juger par les valeurs d'absorbante au temps initial et au temps 

C -  ina al. L'inverse serait vrai pour la fraction soluble dani l'eau (Sri) où une 

diminution en absorbance est mise en évidence apres la durée d'incubation. 

Ceci pourrait être interprété comme la conséquence à'une dépolymérisation de 

la lignine conduisant 2I une libération dans le milieu d'oligomères ou des 

aciàes phénciliq~~es monorriGres qui seraient par la suite récupér6s cians 



Temps (jours) 

PKP 

K P 

KP non inoc. 

la 

Ib 

I non inoc. 

BC inoc. 

~ i g .  51 : CinStiques de production de méthane à Iretape VI11 



Tableau 17: Fractionnement des 4chanti2lon.s pour la R.M.N. 

Fraction Ia Perte Absorbance à 280 nm 
Type de pondérale Fraction Fraction 
lignine fraction Ia S, Ç X X  S x s r  I 

t 0 to ti ti 

PU? 2 , 5  379 2 , 0 9  4 , 3 4  1 , 4  
KP 1 379 3 ,92  1 , 3 6  4 ,35  1 , 1 4  
KP2 3 , 7  4,55 3 , 9  2 ,17 4 ,36 1 , 2 4  

11 1,55 3 , 2  3 , 9  1 , 3 4  4 ,33 1 ,O5 
3 , 9  1 ,46  4 ,38  1 

1, 1,175 3 , 9  1 ,46 4,31 1 , 3 5  

Fraction Ia = Fraction insoluble aprks acidification du surnageant de culture 
Fraction S, = Fraction organosoluble du surnageant de la precipitation acide 
Fraction S,, = Fraction aqueuse,(résidu aqueux du surnageant après extraction 

par le solvant organique) 

PKP = Mélange de lignines Kraft et soude de paille 
KP = Lignine Kraft de paille 
1 = Induline Westvaco 

t, = temps zéro ; tf = temps final 



l'acétate d'éthyle au moment de l'extraction et qui donneraient un 

accroissement de l'absorbante dans l'U.V. 

Les analyses en CLHP montraient un grand nombre de composés 

phénoliques dans les échantillons de départ pour tous les types de lignine. En 

revanche, à la fin de l'incubation, les échantillons des flacons contenant des 

lignines de paille montrent une augmentation de la fraçtion non retenue et 

l'affaiblissement ou disparition de certains pics observés pour les 

échantillons du début. Ceci est aussi valable pour les essais dans lesquels 

l1Induline fut ajoutée comme substrat. Toutefois, les variations dans l'allure 

des chromatogrammes sont moins marquées. Le témoin présente aussi certaines 

modifications dues probablement aux interconversions entre composés 

phénoliqu es (Figures 52a et 5Zb, pages 151 et 152) .  

Observa t ions : 

Les modifications induites dans l'environnement de cette série 

d'essais ont entraîné une altération des cinétiques de croissance et de 

capacit6 de dégradation des lignines des cultures mixtes adaptées, tel que le 

montraient les résultats présentés auparavant. 

Malgré ces perturbations, l'observation au microscope a indiqué que 

les cultures ont néanmoins poussé. Ainsi, s'il y a eu une certaine inhibition, 

elle n'a pas été compl&te et un temps d'incubation plus prolongé aurait pu 

éventuellement permettre aux bactéries de se réadapter aux nouvelles 

conditions donnant lieu 2 des modifications plus remarquables dans les 

structures des lignines. 

SUIVI DE LA DEGRADATION DES LIGNINES PAR ANALYSE EN KMN 

Etant donné que les concentrations de lignine dans les essais 

initiaux 4taient trop faibles pour fournir des 4chantillons pour la RMN, une 



Mélange lignine Kraft et soude paille 

a 

O 4 8 12 t(min)O 4 8 12 16 t(min) 

F i g .  52a :Analyse par CLHF' des fractions de l'&tape VI11 



I Indul ine  (témoin) 

0 2 6 8 1 2 1 4 t ( m i i j 0 2  4  6 8 1 0  14 1 8 t ( m i n )  
Fig. 52b :Analyse par CLHP des fractions de l'étape VI11 (suitel 



série d'essais ont été réalisés afin de disposer d'une quantité suffisante de 

lignine résiduelle pour effectuer ces analyses. Nous espérions que 

l'utilisation de la RMN pour le suivi de la dégradation pourrait nous apporter 
e 

plus de précisions sur les modifications chimiques et structurales des 

lignines au cours des incubations. 

11 est évident que la fraction nommée CI* sur le schéma était celle 

qui avait le plus d'intérêt pour l'analyse en RMN car c'est la partie 

correspondant à la Lignine soluble et donc plus accessible 21 l'attaque 

microbienne. 

Selon HALUK et al. (19781, trois domaines Gien distincts 

caractérisent les atomes de carbone des principales unités de la lignine. 

Atomes de carbone rattachés aux CC1 (entre 230 et 165 ppmf - 

. Signal 3' (carboxyles 2 166,5 ppm) 

. Signal 3" (162,42 ppm) non attribue) 

Atomes de carbone aromatiques et éthyléniques (entre 165 et 105 ppm) - 

Uni tes syringyl es (SI 

- Carbones C, et C s  

. Signal 5 (152,5 ppm) = C 3/5 des unités éthérifiées (tr&s 

intense) 

. Signal 8 (1 4 8 , 2  ppm) = C 3 / 5  des unités libres (moyen) 

- Carbones C,  et C, 

. Signal 11 (138,8 ppm) (C, et C4 unitls Othérifiles) 

. Signal 12 (135 ppm) (CA unités libres) 

. Signal (134 ppm) (C, unités libres) 
- Carbones C, et C, 

. Signal 24 : C n  et Ca unites éthérifiées et libres (intense). 

A noter que les signaux 5 et 24 sont caractéristiques des 



feuillus (hêtre, peuplier), mais ils sont absents des 

conifères (véritable fingerprint). 

(In i tés gua ïacyl es ( G 

- Carbones 1 et 4 

. Signal 7 (150 ppm) = C4 des unités éthérifiées (moyen) 

. Signal 9 = C4 des unités libres 

. Signal 12 (135,l ppm) = C, des unités éthérifiées (faible) 

. Signal 14 = C, des guaïacycles avec a-C ou a-CH2 

- Carbone 3 

. Signal 8 (148 ppm) = C, des unités libres 

. Signal 7 (150 ppm) = C, des unités ethérifiées avec a-CO 

- Carbone 5 

. Signal 20 (115,7 ppm) = Cs des unités libres (comme dans le 

guaïacol) (tr6s intense) 

- Carbcme 6 

. Signal 18 (119,9 ppm) = Cg des unités libres (intense) 

. Signal 17 (121,7 ppm) = C, des unités ethérifiees avec a-CO 

- Carbone 2 

. Signal 22 = C2 des unités libres 

. Signal 21 = C, des unités avec u-CU ou a-CH2 (moyen) 

Unites parahy.;lroxyph&nyleç (PHF) 

- Ca17bc)ne : 

. Signal 13 - PHP libre (faible) 

- Carbones 2 et 5 

. Signal 16 (128,7 ppm) 

- Carbones 3 et 5 

. Signal 20 (115,7 pprri) PHP libre. L'intensité de ce sigrial 

est déterminée par le Cs des unites guaïacycles. 



- Carbone C, 

. Signal 3" (161,7 ppm), unités PHP éthbrifiées 

. Signal 4 (158 ppm), unités PHP libres 

Atomes de carbone des structures aliphatiques saturées (entre O et 100 ppm) 

, Signal 34 (56,5 ppm) (le plus intense) = groupements -OcHz 
l 

. Signaux 26, 31 et 33 = atomes de carbone respectivement CR, l 

Ca et c d  correspondant aux unités B-aryléthers 1 I 

. Signal 32 (63,s ppm) = C x  des unités phénylcoumaranes et CB, 

c&' des unités B-dilignoles 

. Signal 30 (75 ppm) = C g  des unités R-dilignoles 

. Signal 25 ( 8 8 , 2  ppm) = Ca des unités phénylcoumaranes 

Selon HALUK et a2. (19781, l'utilisation de la RMN du constitue 

la neilleure mgthode pour élucider la structu~e d'une macromolécule aussi 

complexe que !a lig~ine. Plus que toute autre méthode d'analyse spectrale, 

elle fournit à elle seule plus de d4tails sur la constitution chimique de 

cette substance. 

Les spectres de RMN obtenus pour les échantillons des essais de 

dégradation de lignine sont préient6s dans les figures suivantes : 

La lignine KRAFT de paille (Figure 53, page 157) montre un massif 

entre 28.46 et 25,87 ppm qui peut correspondre aux groupements CH, (rn6thyle) 

dans les ramifications alkyl. A 56,02 ppm, r6sonance des groupements 

methoxyles de la lignine. Les pics situés entre 60 et 105 pprn appartiennent 

aux sucres attaches à la lignine. La region de 105 à 155 ppm, dont 

l'agrandissement apparaît sur la Figure 54 (page 158) correspond A la partie 

aromatique. 

Le pic à 40 ppm est celui du sc~lvant diméthyl sulfoxide (UMÇO). Sur 

le spectre de la lignine KRAFT de paille, utili5ée cocrime t6moin (Figure 55, 

page 7 5 9 ) ,  on remarque 3 28 pprn un pic plus intense que dans le spectre de la 



lignine KRAFT de paille inoculée (Figure 56, page 160). De même, pour le pic 

correspondant aux groupements méthoxyle à 55,98 ppm, le signal est plus 

important dans le cas de la lignine incubée mais non inoculée. Pour ce qui 

concerne les carbones a, B et des ramifications des unités phénoliques de la 

lignine, une différence est aussi à signaler entre la lignine de paille témoin 

et inocul4e. La partie aromatique des échantillons de lignine de paille 

analysés n'apparaît pas très nette sur les spectres, néanmoins, une 

modification semble avoir lieu surtout dans la région 145-150 ppm ainsi que 

pou? le pic situé à 152 ppm. 

Il faut signaler que pour les lignines incubées et extraites pour 

analyses, on ne retrouve plus les pics de sucres qui apparaissaient sur le 

spectre du produit original. Ceci est dû probablement à la procédure 

d'extraction en vue de l'analyse RMN qui sépare les oses en les solubilisant. 

Pour la lignine commerciale (Induline Wostvaco) le spectre du produit 

original est montré sur la Figure 57 (page 761 ) .  Ces échantillons ne 

présentent pas de sucres. En revanche les massifs dans la région des 

a~omatiques apparaiszent plus nettement dégagés de la ligne de base, ainsi que 

La comparaison entre les fractions aromatiques de l1Induline 

d'origine et celle incubée avec les micro-organismes (Figure 59, page 163) 

indi~;ue iirie légtire modif icatior; 2 145,22 ppm, qui pourrait correspondre un 

C 4  ayant ur, CH2 en cx dans le catechol (HEMNINGSON, 1983). A 125,6 ppm, 11 y a 

appar-itioii d'uri massif sur le spectre de la lignine incubée (Figure 60, page 

164) qui n'existait pas dans le spectre de la lignine d'origine, en même temps 

qu'üne diminution du massif à ?28,7 ppm dans ie spectre de lignine incubee. Ce 

massif peut correspondre à des C non substitues des noyaux aromatiques du type 

C,, C, ou C, avec ramification insaturée en 5-5. 
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Fig. 57 : Spectre RflN de IrInduline d'origine 
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F i g .  60 : Agrandissement de la region des arc~matiques du spectre FiRN de lrInduline 
apres action microbienne 



Concl us ions 

Hormis le fait que les analyses en RMN mériteraient d'être plus 

poussées, certaines observations importantes semblent pouvoir se dégager des 

spectres ainsi obtenus. Par exemple, la réduction du signal à 148 ppm pourrait 

impliquer la dégradation des noyaux syringyles ou bien des unités guaïacyles 

libres. Toutefois, ces variations seraient accompagnées de l'augmentation de 

la taille d'autres massifs resultant des réactions de recondensation. Cette 

hypothese pourrait expliquer le déplacement des maxima d'absorption dans l'U.V. 

Cependant, en aucun cas, les modifications observ4es sur les spectres 

RMN ne sont suffisamment évidentes pour être concluantes, mais doivent 

n4anrnoins être considhrées comme des indices positifs de la modification des 

structures de la lignine. Une analyse plus minutieuse serait souhaitable afin 

de pouvoir établir avec certitude la fréquence et l'importance des 

modifications r6sultant de l'activité bactérienne. 



CONCLUSION 



166. - 
DISCUSSION GENERALE 

L'adaptation des micro-orgariismes provenant d'un digesteur dans un 

milieu contenant de la lignine modifiée comme seule source de carbone a été 

atteinte après une série d'enrichissements contrôlés. 

La modification des paramètres d'incubation tout au long des 

différentes étapes de l'étude ne permet pas de comparer directement les 

cingtiques enregistrées pour chacune d'entre elles..Cependant, des aspects 

te15 que la durée de l'adaptation aux nouveiles conditions et ie degré de 

modification ou de degradation des lignines m6ritent d'être analysés de façon 

à pouvoir établir des critères les plus adequats 2 ia croissance des 

organismes anaerobies ayant une activite ligninolytique. 

Au début. l'utilisation alun zilieu complexe (BCYT) et de differentes 

conditions de temperature et de pH a pe-mis de sélectionner les paramètres 

ci'inrubation ae façon à avoir une bonne croissance bactérienne, une 

soluhilisstion raisonnabie de la iignine dans le milieu ainsi qu'une 

moàification importante des paramètres aesurant la degraaation de ia iignine. 

Cependant, ainsi qu'on l'a signai6 par ailleurs, la presence des 

rnatiéres organiques autres que les lignines rnodifi4es impliqudlt, lors cies 

premiers essais aes interférences Uans les m2sures de parametres employés pour 

le s u i v i  des incubations. U'autre part, une adaptation au substrat a été mise 

en gvidence; cependant, aprPs plusieurs enrichissertents dans ie milieu BCYI ,  

nous avons decici6 ai mociifier le milieu de culture en enlevant Ue sa 

cornposi+ion l'extrait de levure et la tryptone, et en ne laissant comme 

additif.; orgariiques importants que la cystéine, ajout& corrme agent ri.aucteur, 

et ia lignine, sujet de l'etude. 

Dans un deuxième temps, nous avons cherche essentieilernent A ob~enir 

un développirnent de la population microbienne dans les conaitions 



sélectionnées 3 partir du premier essai. Malgré une apparente inhibition de la 

dégradation de la lignine, ainsi que de la méthanogenése, nous avons mis en 

évidence une variation considérable de l'absorbante U.V., surtout pour les 

flacons contenant la lignine KRAFT de paille et dont le pH était de 7 , 8 .  

La solubilité des lignines modifiées dans le milieu de culture semble 

avoir une grande importance pour son accessibilité à l'attaque microbienne. 

C'est pour cette raison essr2ntiellement que la lignine KRAFT de paille, qui 

était la plus soluble parmi les préparations de laboratoire fut utilisée comme 

substrat jusqu'à la fin du travail, tandis que les autres furent éliminées des 

étapes subséquentes. 

De toute évidence, une concentration élevée de la lignine dans le 

milieu de culture provoque une inhibition de la méthanogenèse et une 

prolongation de la période d'adaptation . 
Malgré les différences introduites d'une étape à la suivante, nous 

avons constaté que la majorité de la dégradation (d'après les données 

d'absorbante U.V.) s'effectue pendant la phase initiale des incubations, une 

dégradation beaucoup plus lente ayant lieu par la suite. Ceci dérive peut-être 

du fait que les microorganismes attaquent et catabolisent d'abord les 

fractions oligomères plus accessibles de la lignine, et lentement les parties 

plus polymérisées qui semblent former une structure assez tenace. 

L'obtention d'une lignine dépourvue de sucres pour la réalisation des 

études de dégradation s'avère une tâche compliquée et pas très efficace car 

l'étroite liaison entre les oses (surtout des hémicelluloses) et la lignine 

semble presque aussi difficile à rompre que les liaisons inter-monomères de la 

lignine elle-même. Par ailleurs, si l'on dispose des outils analytiques 

appropriés (tels que la RMN ou les systèmes de marquage de molécules), il est 

possible de suivre séparément les cinétiques du catabolisme de chaque type de 

composé. Enfin, les résidus des oses liés à la lignine pourraient remplir une 

certaine fonction pendant les fermentations, ainsi qu'on a pu l'observer dans 

les diff6rentes étapes de notre travail ; les sucres liberés graduellement 



dans le milieu seraient catabolisés par des voies m4taboliques normales et 

pourraient fournir l'énergie nécessaire à la coupure des liaisons de la 

lignine, laquelle une fois dépolymérisée pourrait à son tour être incorporée 

dans les schémas métaboliques des cellules. Toutefois, l'emploi des lignines 

purifiées doit être envisagé, une fois la certitude acquise de l'existence 

d'une activité lignolytique chez une souche bactêrienne ou, comme dans notre 

cas, chez une culture mixte adaptée à l'utilisation de ce type de substrat. 

La comparaison entre les dernières étapes dans lesquelles les 

environnements de culture sont semblables permet de tirer certaines 

conclusions. La solubilité plus réduite des lignines ajoutées au milieu durant 

l'étape V joue un rôle primordial sur la production de méthane. D'ailleurs la 

fraction solubilisée de lignine, mineure comparativement à d'autres essais 

(ainsi que l'indiquent les valeurs d'absorbance dans l'U.V.) était 

sensiblement d6gradée aussi bien pour la lignine KRAFT de paille que pour la 

lignine de référence (Induline Westvaco AT). 

Une adaptation semble avoir lieu lors du passage d'une étape à la 

suivante. 

Il existe une relation apparente entre la cinétique d'évolution des 

sucres et celle des lignines. Ainsi, lorsqu'il y a un catabolisme accentué des 

sucres, la dégradation de la lignine semble être ralentie à juger par les 

données obtenues pour les diverses phases de cette étude. Par ailleurs, nous 

avons observé une production plus importante de méthane dans les essais où la 

concentration des sucres diminuait plus sensiblement. 

L'adaptation graduelle, ainsi que les interactions entre les divers 

groupes qui forment la culture mixte, ont été mis en évidence dans les 

derniers essais, ainsi que le montrent les résultats obtenus. 

La plus grande disponibilité des sources d'énergie (telles que les 

sucres) dans le milieu, pour certains groupes de bactéries (telles que les 

acétogènes et les méthanogènes) permettrait leur développement plus rapide et 



leur prédominance dans la culture avec, pour conséquence, une réduction de 

l'activité des autres bactéries présentes, dont les ligninolytiques. Ces 

modifications de flore expliqueraient les observations réalisées durant le 

suivi des derniPres étapes. 

11 conviendrait de définir le rôle des oses dans les mécanismes de 

dégradation anaérobie des lignines modifiées. A cet effet, l'emploi de 

lignines marquées doit être envisagé. Le marquage moléculaire sélectif, tel 

qu'il a été décrit par BENNER et HODSON (1985b) pourrait éclaircir la 

participation des divers groupes bactériens dans le métabolisme de ce type de 

matériaux organiques. Par ailleurs, en ce qui concerne les modifications de la 

lignine, au niveau de la structure moléculaire, la RMN est un outil analytique 

capable d'apporter des précisions importantes pour la définition des voies 

métaboliques impliquées dans la biodégradation anaérobie des lignines 

modifiées. 

Finalement, des expériences avec des composés modeles pourraient 

aussi contribuer à l'interprétation des spectres obtenus par RMN, et à 

l'élucidation des réactions qui ont lieu pendant cette fermentation. 

Perspectives pour la continuation de l'étude : 

- L'isolement et caractérisation des espèces bactériennes qui forment 

la culture mixte doivent être envisagés comme une séquence logique de suivi de 

ce travail. 

- La définition du rôle de chacune des espèces microbiennes dans le 

métabolisme des matériaux lignocellulosiques pourrait alors être délimitée. 

- L'optimisation des conditions de culture pour assurer une meilleure 

activité ligninolytique pourrait aussi être entreprise, de même que 

l'isolement des enzymes texoenzymes) qui réalisent les ruptures des Iiaisonç 

chimiques à l'intérieur des polymères de lignine. 

- La détermination du rôle des résidus d'oses attachés à la lignine 



dans sa biodégradation doit être précisée par une analyse plus ponctuelle 

(acétates d'alditols) des sucres présents, ainsi que des monomères phénoliques. 

- L'affinage des techniques analytiques pour le dosage de la lignine 
permettrait une quantification précise de la dépolymérisation et dégradation 

des lignines. 

- Finalement la connaissance des différentes phases ayant lieu durant 

l'incubation donnerait la possibilité de manipuler les conditions de culture 

et le substrat de facon à obtenir les produits désirés, (soit par dégradation 

totale jusqu'à CO2 et CHi, soit jusqu'à composés monomériques) dans une 

période de temps plus raisonnable. 
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Mous avons essaye de dhntrer la dégradabilité microbienne de 
lignines de type industriel (li(gnine KRAFT et lignine a la soude de paille de 
blé et de sciure de peuplier, Induline AT Westvaco) en anaérobiose par une 
culture mixte provenant d'un digesteur anaérobie traitant des contenus de 
panse de ruminants. 

Un temps d'incubation prolongé s'est av4r.P néeessaire pour la mise 
en évidence de modifications dans la structure des lignines par 
eipectrophotométrie U.V.,&mwtographie sur gel, C.H.L.P. et R.M.N. Toutefois 
une adaptation des microowiçrnes l'utilisation des lignines comme seule 
source de carbone a Bté d-trie par le dtrveloppement des bacttiricos dans un 
milieu minéral vitamine tamponnt3 par l l W E S ,  Les r4sidus oligosaccharidiques 
li& a la lignine semblaient favoriser la ddgi*adation des lignines. 

Des facteurs tels que la solubilite des liapiines,le pH, ainsi que la 
procédure d'extraction et la concentration dans le milieu de culture, 
provoquaient des variations dans la phase d'adaptation et dans le degré 
d'attaque bactérienne des structures polyphénoliques. Ce5 observations nous 
ont merlé à conclure que la lignine KRAFT de paille était celle qui se 
dégradait le plus. 

Des concentrations de lignine allant juqu'à 6 g.1" dans un milieu 
minéral vitaminé non tamponn4 étaient capables de soutenir une croissance 
microbienne. Ces cultures provoquaient des modifications strucutrales mises en 
évidence par spectrographie R.M. N. 


