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



Le méthane est un constituant mineur de l'atmosphère (2 ppm) et il a 

été estimé qu'il était à plus de 80 % d'origine microbienne. La 

production terrestre de méthane biologique serait comprise entre 0,5 et i 
0,8 milliard de tonnes par an et représenterait environ 0,5 X de la 

biomasse formée par photosynthèse (Ehhalt 1976). Les principales sources 

de méthane sont les rizières, les marais, les sédiments et le tractus 

gastrointestinal des animaux. Dans ces écosystèmes, l'absence de lumière, 

d'oxygène et d'accepteurs exogènes d'électrons (nitrate, sulfate) 

permettent le développement de flores bactériennes qui réalisent une I 

décomposition complète de la matière organique en CH, et CO,. 1 

Cette fermentation a été utilisée depuis plus d'un siècle comme 

technique de dépollution des eaux usées et de valorisation énergétique de 

certains résidus agricoles et l'on a assisté depuis la dernière crise 

pétrolière à un renouveau des recherches sur la digestion anaérobie. La 

Station de Technologie Alimentaire de l'INRA de Lille étudie ainsi, 

depuis 1977, l'épuration par voie anaérobie des effluents d'industries 1 
agro-alimentaires et a lancé, en 1979, un programme de recherche 

fondamentale sur la microbiologie et la biochimie de la méthanogénèse. 

La fermentation méthanique est en effet un processus biologique 

complexe qui fait intervenir plusieurs groupes trophiques de 

microorganismes en interaction les uns avec les autres : les matières 

organiques sont dégradées par une première population bactérienne en 

molécules simples (acides gras volatils, lactate, alcool); ces composés 

intermédiaires sont ensuite convertis par un deuxième groupe de bactéries 

en acétate et hydrogène qui sont les seuls substrats assimilables par les 

bactéries productrices de méthane. 

Depuis mon arrivée à l'INRA en 1980, je me suis intéressé à la 

dégradation des principaux métabolites intermédiaires produits par les 

bactéries hydrolytiques et fermentatives. Dans un premier temps, mon rôle 



a principalement consisté à numérer et identifier les microorganismes 
.r 

impliqués dans cette étape. Certaines bactéries que nous avons ainsi pu 

- mettre en évidence, présentaient un intérêt de par leur métabolisme, leur 

physiologie ou leur morphologie et leur étude constitue l'essentiel de ce 

mémoire. 

Avant d''exposer les résultats de nos travaux, nous ferons un bref 

historique des découvertes qui ont permis, depuis la naissance de la 

microbiologie au siècle dernier, le développement des concepts modernes 

de la fermentation méthanique. Nous présenterons ensuite l'état actuel 

des connaissances sur la microbiologie et la biochimie des bactéries 

impliquées dans le métabolisme intermédiaire de la méthanogénèse. 

Nos études sur les bactéries anaérobies présentes dans les digesteurs 

anaérobies ont fait l'objet de 10 publications scientifiques dont les 9  

aernières sont reproduites dans ce mémoire. 
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G E N E R A L X T E S  



1. HISTORIQUE 

- 
1. LES PREMIERES ETUDES SUR LA FERMENTATION METHANIQUE (1776-1936) 

E~ 1776, Volta, observant le dégagement de gaz inflammables à la 

surface de marais, établissait pour la premihre fois une relation entre 

ce phénomène et la présence de matigres organiques en décomposition. Ce 

n'est cependant qu'Ûn siècle plus tard que Béchamp ( 1  868) démontra que le 

'la- ,dz des marais" était d'origine microbiologique en décrivant un 

organisme, flicrosyma cretae, qui produisait du méthane à partir d'éthanol. 

Quelques années plus tard, Popoff (1875) étudia, dans le laboratoire de 

Hoppe-Seyler, la dégradation anaérobie de différentes matières organiques 

compiexes et observa que la décomposition de la cellulose et de la gomme 

arabique s'accompagnait d'un dégagement de méthane, de gaz carbonique et 

parfois dlhydrog&ne. Il suggéra que ia fermentation de la cellulose se 

caractérisait par une formation de CH, et de CO, et que la présence 

d'hydrogène n'était due qu'à des fermentations secondaires. Au début des 

années 1880, Tappeiner (cité par Omelianski 1898) observa que dans le 

rumen la cellulose était degradée rapidement en acétate et butyrate et 

que cette réaction était associée à de fortes productions de COz, 

d'hydrogène et parfois de méthane. Hoppe-Seyler (1887), reprenant les 

expériences de Popoff, obtint par contre une méthanisation complète de ia 

cellulose sans production d'hydrogène ni d'acides organiques. Ces 

résultats, en apparente contradiction avec ceux de Tappeiner, 

confirmaient a ses yeux l'hypothèse de Popoff et il suggera que la 

fermentation anaérobie type de la cellulose se réalisait suivant 

. 1 ' équation : 

CaHq 2C)o --- > 3 CH4 + 3 CO, 



Quelques années auparavant Herter (Hoppe-Seyler 1876) avait déjà 

observé dans des boues anaérobies une conversion de l'acide acétique en 

CH, et CO, et en 1887 Hoppe-Seyler démontra que lorsque qu'une solution 

d'acétate de calcium était inoculée avec du limon de rivière, du 

carbonate de calcium, du CO2 et du CH, étaient produits suivant 

l'équation suivante : 

-. (CZHfO2),Ca +HzO - - - >  CaCO, + CO2 + 2 CH, 

Il nota également que la quantité de matière introduite sous forme 

d'acétate de calcium se retrouvait presque intégralement dans les 

produits de fermentation et que la quantité de "ferment" produit était 

trop faible pour que l'on puisse conclure avec certitude à son 

augmentation. 

En 1890 Van Senus (cité par Omelianski 1898) fut le premier -21 

suggérer que le methane n'était qu'un produit secondaire de la 

fermentation de la cellulose et que celle-ci était dans tous les cas 

dégradée tout d'abord en acétate, CO, et hydrogène. Selon Van Senus, le 

méthane serait formé dans une deuxième étape par réduction de l'acétate 

en présence d'hydrogène. Cette hypothèse était cependant loin de 

prévaloir lorsque, en 1893, Omeliansky chercha à isoler sous la direction 

de Winogradsky l'organisme responsable de la fermentation de la cellulose. 

Il réalisa des enrichissements sur un milieu minéral ne contenant que de 

la cellulose comme source de carbone et obtint après 4 transferts une 

culture homogène qui était principalement constituée de fins bacilles 

sporulés et qui décomposait la cellulose en CH,, CO, et Hz (Omelianski 

1897, 1898). Il constata cependant qu'au cours des transferts ultérieurs 

la quantité de méthane produite au lieu d'augmenter (ce qui ét-ait 

prévisible d'après la théorie de Hoppe-Seyler) diminuait progressivement 

jusqu'à disparaître complètement. Omeliansky en conclua que la cellulose 

pouvait subir deux types de fermentation, une dite de l'hydrogène et une 



dite du méthane, et que ces deux fermentations étaient réalisées par deux 

organismes différents. Il montra par la suite que ces deux fermentations 

pouvaient être séparées par une combinaison de pasteurisations et 
- 

d'ensemencements successifs (Omeliansky 1904, 1906) et que les deux 

ferments étaient des bacilles sporulés très proches morphologiquement 

l'un de l'autre. Il notait cependant que celui du méthane était un peu 

plus petit et plus sensible à la température que celui de l'hydrogène. 

En examinant les bactéries qui se développaient lors de la 

décomposition anaérobie de feuilles mortes, Mazé (1903) observa un 

microorganisme d7un aspect mûriforme dont la présence coïncidait toujours 

avec la production de méthane et qu'il désigna sous le terme de pseudo- 

sarcine. Il montra que cet organisme était sensible à la température et 

que son élimination par pasteurisation se traduisait par une disparition 

de la formation de méthane et par une accumulation d'hydrogène et 

d'acides acétique et butyrique. Comme ces composés n'étaient pas 

retrouvés dans les cultures non pasteurisées bien que des ferments 

butyriques y soient présents, Mazé en déduisit :"...la fermentation 

formenique se greffe sur les fermentations butyriques et s'alimente aux 

dépens des produits fournis par ces dernières, y compris probablement 

l'hydrogène." Afin de vérifier son hypothèse il ensemença un milieu 

contenant uniquement de l'acétate et du butyrate. Il constata 

effectivement une formation de méthane et le développement de la pseudo- 

sarcine et en conclut que cette dernière était l'agent de la fermentation 

methanique. Omeliansky (1906) signala également à peu près à la même 

époque la présence de sarcines dans des cultures rnéthanogènes et montra 

qu'elles dégradaient le butyrate. 

S~nhgen (19103 étudia systématiquement la décomposition ana5robie de 

sels de calcium d'acide gras et établissait les bilans de fermentation du 

formate, de l'acétate, du butyrate, du caproate et du caprylate. Il 



observa de plus que les acides à nombre inpair de carbone (propionate, 

valérate ... n'étaient pas dégradés. Ce dernier résultat qui peut nous 

paraître surprenant aujourd'hui, s'explique probablement par l'effet - 

toxique de ces composés aux concentrations utilisées par Sohngen (20 g/l). 

Tout comme Hope-Seylor (1887) quelques années plus tôt, Sdhngen-constata 

que les acide5 gras étaient dégradés presque stoéchiométriquement en CH, 

et CO, et que la croissance bactérienne associée à ces fermentations 

etait extrêmement faible. En utilisant un milieu minéral dépourvu d'azote 

organique et de faibles inocula, il parvint cependant 21 éliminer 

progressivement la plupart des contaminants de ses cultures et à montrer 

que deux formes bactériennes seulement, une sarcine et un bacille, 

jouaient un rôle dans la formation du méthane. Les sarcines prédominaient 

genéralement dans les cultures sur acétate tandis que les bacilles qui 

s'associaient souvent pour former de très longs filaments, se 

développaient préférentiellement sur butyrate. Il démontra de plus que le 

bacille du méthane qu'il avait purifié n'était pas sporulé ,ne fermentait 

pas la cellulose et était donc différent de celui que Orneliansky avait 

observé dans ses enrichissements sur cellulose. 

Sohngen étudia également la fermentation de la cellulose et obtint 

les memes résultats que Omelianski. Cependant, constatant qu'il pouvait 

toujours mettre en évidence par pasteurisation le ferment de l'hydrogène 

dans des cultures ne produisant que du méthane et du CO,, il se demanda 

si l'absence d'hydrogène dans ces cultures ne pouvait pas s'expliquer par 

une utilisation de l'hydrogène par les ferments du méthane. Cette 

hypothèse avait déjà été formulée implicitement par Mazé en 1903 et 

Sohngen la verifia expérimentalement en démontrant une consommation 

d'hydrogène exogène dans une culture méthanogène qui dégradait de la 

cellulose. A la suite de cette découverte, il regarda si de l'hydrogène 

pouvait également être utilisé lors de la fermentation méthanique du 



butyrate et du formate. Ce faisant, il constata que la quantité 

d'hydrogène absorbée était supérieure à celle qui aurait juste 

correspondu à une réduction de -ces composés en méthane. Sohngen en 

déduisit qu'il devait exister dans ses milieux un autre accepteur 

d'hydrogène et que celui-ci ne pouvait être que le CO,. Il rajouta donc 

1 de l'hydrogène et du CO2 dans une culture méthanogène ne contenant pas 

d'autre source de carbone et observa une formation de méthane suivant 

i l'équation: 

4 Ha + CO2 --- > CH4 + 2 Hz0 

Dans les années qui suivirent, Mazé (1915) montra que la pseudo- 

sarcine qu'il avait décrite pouvait être cultivée sur acétone et 

Omeliansky (1916) confirma les premières observations de Béchamp en 

obtenant un enrichissement méthanogène dégradant l'éthanol. 

Parallèlement aux recherches fondamentales de microbiologie que nous 

venons de citer, on observe à la même période un développement d'études 

plus appliquées visant à utiliser la fermentation méthanique comme 

technique de dépollution (principalement des eaux urbaines) et 

éventuellement comme moyen de valorisation énergétique de sous produits 

agricoles. Après les travaux de Mazé et de Sohngen il devint 

progressivement de plus en plus évident que les bactéries méthanogènes ne 

pouvaient utiliser directement les matières organiques complexes, et les 

technologues qui travaillaient sur les procédés de digestion anaérobie 

introduisirent le concept d'une fermentation methanique divisée en deux 

phases qui allait subsister jusqu'à la fin des années 60. Dans la 

première phase qualifiée de putride puis d'acidogène, les matières 

organiques complexes sont décomposées en hydrogène et en acides 

organiques. Ces composés sont ensuite dégradés en méthane et CO, dans la 

deuxième étape appelée phase inodore ou méthanogène. Ce nouveau concept 

et son importance sur la stabilité des procédés de digestion anaérobie 



furent développés par la suite par Buswell et ses collaborateurs qui 

étudièrent la traitabilite de nombreux effluents d'origines urbaine, 

agricole et industrielle et montrèrent que pratiquement tous les composés 

organiques simples (notamment le propionate et le benzoate) étaient 

susceptibles d'être dégradés en CH, et CO, (Tarwin et Ruswell 1934). 

2. LA THEORIE DE VAN NIELS SUR LA ÇYNTHESE DU METHANE PAR REDUCTION DU 

CO2 ( 1 936-1 947 

Lorsque Barker (1936a) publia son étude sur la biochimie de la 

fermentation méthanique, les principaux substrats que l'on supposait 

pouvoir être utilisés directement par les bactéries methanoggnes, avaient 

donc été identifiés. 11 apparaissait cependant difficile de proposer un 

mecanisme général pouvant s'appliquer à la fermentation méthanique de 

molécules aussi différentes que l'hydrogène, l'acétate, le butyrate ou 

l'éthanol. Selon Buswell et Neave (1930), la formation de CH, et de CO2 

s'expliquerait par des réactions d'oxydo-réduction intramoléculaires: au 

sein d'une même molecule, certains atomes de carbone seraient oxydés en 

CO, tandis que parallèlement les autres atomes seraient réduits en CH,. 

euswell n'excluait cependant pas dans certains cas, comme celui àe la 

fermentation de l'hydrogène, la possibilité d'une réduction directe du 

CO, en CH,. Van Niel5 se demanda si au contraire ce dernier mécanisme ne 

pouvait pas être généralisé à toutes les fermentations méthaniques. Le 

methane dériverait ainsi dans tous les cas du COz et l'hydrogène 

nécessaire à cette réduction proviendrait de l'oxydation du composé 

organique subissant la fermentation méthanique. 

Baars en 1930 avait par ailleurs démontré que Vihrio desulfuricans 

oxydait en présence de sulfate l'éthanol en acétate suivant l'équation: 

2 CHsCH20H + 2 HzO + H2S04 --- > 2 CH3COOH + H2S + 4 Hz0 

Le sulfate jouait donc dans cette fermentation le même rOle d'accepteur 



d'hydrogène que le CO, dans l'hypothèse de van Niels. Barker (1936a) 

remarqua que si une - oxydation analogue de l'éthanol était réalisée par 

une bactérie méthanogène, il observerait une consommation de CO, 

stoechiométriquement liée à une production de méthane et d'acétate et il 

pourrait ainsi verifier expérimentalement la théorie de van Niels. Il 

étudia donc la fermentation méthanique de plusieurs alcools (éthanol, 

propanol, butanol) en utilisant des milieux de culture minéraux ne 

contenant que le substrat et du carbonate de calcium comme source de 

carbone et de l'ammoniaque comme source d'azote. Il parvint à préparer 

ces milieux de manière parfaitement anaérobie en y ajoutant, après avoir 

éliminé la majorité de l'oxygène par ébullition, un agent réducteur (le 

sulfure de sodium). Il put ainsi obtenir assez facilement, malgré 

l'extrême sensibilité des bactéries méthanogènes A l'oxygène, des 

enrichissements dégradant les différents alcools en CH, et CO,. En 

suivant le déroulement de la fermentation de l'éthanol par un de ces 

enrichissements, il observa une accumulation transitoire d'acétate dans 

le milieu. L'examen microscopique de la culture indiquait que la phase de 

production d'acide correspondait au développement d'un bacille assez fin, 

tandis que la deuxième étape de consommation de l'acétate permettait la 

croissance préférentielle de sarcines et de coques. 11 était donc 

probable que les organismes qui se développaient les premiers n'étaient 

responsables que de la déshydrogénation de l'éthanol en acétate. Barker 

établissait un bilan complet de fermentation à la fin de la première 

phase et démontrait que cette d4shydrogenation était bien associée à une 

réduction de CO, en CH, suivant l'équation: 

Barker observa également une production transitoire de butyrate et 

d'acétate dans les enrichissements méthanogènes dégradant le butanol. Il 

montra que ce dernier était tout d'abord converti en butyrate selon un 



*, 
mécanisme analogue à celui de la déshydrogénation de l'éthanol: 

2 CH,CH2CH=CH,OH + CO2 --- > 2 CH,CH2CH2COOOH + CH, 

Le butyrate formé subissait ensuite une seconde oxydation pour donner 

deux acétates selon l'équation: 

2 CHxCH2CH,COOH + 2 HZ0 + CO2 - - - > - 4  CHZCOOH + CH, 

La théorie de van Niels qui reste d'ailleurs dans ses grandes lignes 

encore valable aujourd'hui, était donc pleinement confirmée par les 

résultats de Barker et celui-ci proposa de la généraliser à la 

fermentation méthanique de l'acétate. Ce dernier serait donc complètement 

oxydP en CO,, tandis que parallèlement du COz serait rPduit en CH,. 

Les travaux de Barker permirent également d'infirmer l'hypothèse de 

Fischer et al. (1932) qui voulait que l'acétate soit un intermédiaire 

dans la fermentation méthanique de l'hydrogène. Ces auteurs avaient en 

effet observé dans certains environnememts méthanogènes une conversion du 

mélange H,/CO, en acétate et Wieringa (1936) confirma ces résultats en 

isolant un bacille sporulé qui réduisait le CO, en acétate en présence 

d'hydrogène. Barker, en montrant que lors de la fermentation de l'éthanoi 

du CH, était produit à partir de CO, sans dégradation d'acétate, prouvait 

ainsi que ce dernier n'était pas un intermediaire obligatoire dans la 

réduction du CO, en CH,. 

Barker (1936b) caractérisa ensuite plus precisément la bactérie 

méthanogène responsable de la fermentation de l'éthanol. Il montra 

qu'elle oxydait également le butanol en butyrate et probablement le 

butyrate en acetate et la décrivit comme une nouvelle espece, 

flethanohacterium omelianskii. Il parvint 2 la cultiver en milieu solide 

et observa des colonies et des- poches de gaz jusqu'h la dilution 

dans des- tubes de gélose profonde inoculés h partir de la culture 

purifiée par enrichissement. Il isola ainsi, partir d'une de ces 

colonies, ce qu'il pensait être une souche pure de M. omelianskii et 



precisa ses besoins nutritionnels (Barker 1940, 1941). Il testa un grand 

nombre de substrats et montra qu'elle n'utilisait que certains alcools 

primaires et secondaires et qu'elle érait incapable de fermenter le 

butyrate comme il l'avait tout d'abord supposé. 

Barker (1936b) purifia egalement par des enrichissements sur acétate 

et butyrate, trois bactéries methanogènes ae morphologies différentes : 

une sarcine et un filament semblables à ceux que Sohngen avait déja 

observés et qu' il appela flethanoçarcina rnethan iqrla et flethanobac teritlm 

soehngenii, et un coque probablement identique a la pseudo-sarcine de 

Mazé qu'il dénomma flethanococcus mazei. Il décrivit ces trois espèces 

comme pouvant fermenter l'acétate et le Sutyra:e mais comme étant 

incapables d'utiliser l'éthanol. 

3.  LE SCHEMA DE BARKER ( 1947-1 956 

Grâce 2 l'utilisation de composés marqués avec du carbone 14, Busweil 

et Sollo (1948) et Stadtman et Barker (1949) démontrèrent que le méthane 

produit lors de la fermentation de l'acétate par aes cultures àe 

Methanococcus provenait non pas de la réauction du CO, mais du groupement 

méthyl de l'acétate. Stadtman et Barker (1951a) confirmèrent cette 

observation avec une culture de Methanosarcina et montrèrent de plus que, 

lors de la fermentation du méthanol, ce dernier était le précurçeur 

direct du méthane. Ces résultats allaient à l'encontre de la théorie de 

van Niels qui voulait que dans tous les cas le méthane soit formé par 

réduction du CO,. 

Il était donc important de vérifier si le mécanisme de dégradation 

aes acides gras volatils autres que l'acétate était bien conforme à la 

theorie de van Niels comme l'avait en partie démontré Barker en 1936. 

Stadtman et Barker (1951b) étudièrent donc la fermentation methanique du 

propionate, du butyrate, du valérate et du caproate en utilisant des 



1 composés marqués avec du carbone 14. A partir d'enrichissements sur 
1 

caproate, ils obtinrent après une série d'isolements en gélose profonde, - 

1 une culture méthanogène hautement pur if iée qui décomposait le caproate et 

le butyrate en acétate et le valérate en acétate et propionate. La 

bactérie qui prédominait dans cette culture était un petit bacille 

légèrement incurvé que Çtadtman et Barker decrivirent comme une nouvelle 

espèce de flethanobacterium, M. suboxidans. Cette bactérie ne fermentait 

pas l'acide propionique et Çtadtman et Barker purifièrent par 

enrichissements un autre organisme méthanogène qui décomposait cet acide 

en acétate et CO,. La bactérie prépondérante dans cet enrichissement 

était un court bacille assez épais qu'ils appelèrent Methanobacterium 

propionicum. 

Stadtman et Barker démontrèrent ensuite en utilisant du 14C02 que le 

méthane produit lors de la fermentation du butyrate et du valérate par M. 

suhoxidans et du propionate par M. propionicum dérivait uniquement du CO,. 

Examinant la fermentation de [3-l4C1 valérate par M. suhoxidans, ils 

constatèrent la formation de propionate marqué et d'acétate froid. Ce 

rèsultat indiquait que, chez cette bactérie, le mécanisme de dégradation 

des acides gras volatils était probablement identique à celui de la B- 

oxydation qui venait d'être décrit dans des tissus animaux. Stadtman et 

Barker observèrent également que la fermentation de ii-'*Cl propionate 

par M. propionicum conduisait à la formation de CO, radioactif et 

d'acétate froid. 

Les dernières expériences de Stadtman et Barker confirmaient donc 

entièrement la théorie de van Niel. Cependant, dans son énoncé initial, 

cette théorie ne permettait pas d'expliquer pourquoi le CH, formé lors de 

la fermentation du méthanol et de l'acétate ne dérivait pas du CO,. 

Constatant que flethanosarcina barkeri produisait du CH, aussi bien à 

partir d'acétate et de méthanol que du mélange H2/C02 (Schnellen 1947), 



Barker (1956) en conclut qu'il était peu probable qu'un même organisme 

utilise des mécanismes entièrement différents pour des fermentations 

conduisant toutes à la formation de CH,. Il proposa donc un schéma unique 

dans lequel les différent es voies de synthèse du méthane convergeraient 

au niveau d'un intermédiaire méthyle commun. Aucun intermédiaire libre 

(formate, formaldéhyde, méthanol) n'ayant pu être mis en évidence dans la 

voie de réduction du CO, en méthane, il postula l'existence d'un 

transporteur de groupement monocarboné X qui intervienarait dans les 

trois premières étapes de la réduction du CO, et qui pourrait également 

accepter des groupements méthyl provenant du méthanol ou de la 

décarboxylation de l'acétate. La dernière étape de réduction du CH,-X en 

CH, serait ensuite commune quelque soit le substrat (figure nO1). Le 

schéma de Barker demeure encore valable aujourd'hui dans son principe et 

plusieurs transporteurs de groupements monocarbonés ont depuis et& 

identifiés (coenzyme M, méthanoptérine . Le lecteur intéressé par ce 

sujet pourra se référer aux revues récentes de Wolfe (1985) et de Jones 

et al. (1985,1987). 

4. LE DEVELOPPEMENT DU CONCEPT DE TRANSFERT INTERSPECIFIQUE D'HYDROGENE 

Parmi le peu de bactéries methanogenes disponibles en culture pure à 

la fin des années 50, Me thanohac terirtm omel ianski i (rebaptisé 

flethanobacillus omelianskii par Barker en 1956) était l'organisme le plus 

facile à cultiver. C'est probablement pour cette raison que, durant les 

années 60, la plupart des études sur le métabolisme des méthanogènes 

furent réalisées sur cette bactérie. En 1943, Barker avait déjà observé 

que les cellules de M. omelianskii réduisaient le CO, en CH, en présence 

d'hydrogène et Wolin et al. (1963) démontrèrent que des extraits 

cellulaires de cette bactérie catalysaient également cette reaction pour 



X-COOH 

X-CHOH 

CH, 

Figure nO1. Schéma de Barker de la méthanogénèse 



peu que ae 1'ATP soit ajouté au mélange réactionnel. Aucune activité 

n'était par contre détectee dans ces extraits si l'hydrogène était 

remplacé par de l'éthanol comme source d'électrons. D'autre part, Johns 

et Barker (1960) avaient montre que des cellules non proliférantes de M. 

ornelianskii produisaient, en absence de CO2,- des traces d'hydrogène à 

partir d'éthanol. L'ensemble de ces résultats suggérait que l'hydrogène 

moléculaire jouait un rôle essentiel dans la fermentation methanique de 

l'éthanol. Par ailleurs Wolin et Wolfe (cités par Bryant et al. 1967) 

remarquèrent que les cultures de M .  omelianskii semblaient contenir deux 

types de bactéries de morphologies très légèrement différentes et ils 

tentèrent sans succés de les séparer en utilisant les mêmes techniques de 

purification que Barker 11940). Bryant et al. (1967) observèrent que 

l'addition d'hydrogène (0,5 atm) inhibait la dégradation de l'éthanol par 

M. omelianskii et que, après avoir été cultivé sur H,/CO,, ce dernier 

perdait la capacité de fermenter l'éthanol. D'autre part, après plusieurs 

transferts dans ces conditions, l'examen microscopique ne révélait plus 

qu'une seule morphologie. Ces résultats suggéraient que M. omelianskii 

était constitué de deux types de microorganismes: une bactérie 

méthanogène qui utiliserait l'hydrogène mais pas l'éthanol et un second 

organisme qui décomposerait l'éthanol en acétate et hydrogène et qui 

serait inhibé par 0,5 atm d'hydro," uene. 

Bryant et al. (1967) confirmèrent cette hypothèse en purifiant à 

partir d'une culture de M .  omelianskii dégradant l'éthanol, deux 

bactéries différentes. Sur milieu éthanol en présence d'hydrogène dans la 

phase gazeuse ils observèrent des colonies jusqu'à la dilution l W 7  et 

purifièrent .3 partir de ces colonies des souches methanogènes n'utilisant 

que l'hydrogène comme donneur d'électrons. Par contre, sur le même milieu 

mais en absence d'hydrogène ils ne dénombrèrent que IOs colonies. Ils 

repiquèrent quelques-unes de ces colonies en milieu liquide et 



observèrent une très faible croissance et une petite production 

d'hydrogène. La bactérie qui se développait dans ces conditions était un 
l 
i 

petit bacille légèrement incurvé qu'ils appelèrent l'"organisme Sn et qui 
- i 

etait vraisemblablement responsable de la dégradation de 1 ' éthanol - en 

acétate et hydrogène. Les tr@s faibles croissances observées 

s'expliquaient par l'effet inhibiteur de l'hydrogène sur le développement 

ae cette bactérie. Bryant et al. réassocièrent ensuite l'"organisme S" 

avec une bactérie méthanogène utilisatrice d'hydrogène (soit M. 

rriminantium, soit une des souches qui avaient été isolées à partir de M. 

l omelianskii et qui fut décrite plus tard sous le nom de Methanohacterium 1 
i 
I 

hryantii) et observèrent une bonne croissance des deux bactéries et une l 

complète dégradation de l'éthanol en acétate et CH,. La bactérie 

méthanogène utilisait l'hydrogène au fur et à mesure de sa formation par 

l'"organisme Sv et ievait ainsi l'inhibition de la croissance de ce 

dernier. fl-omelianskii était donc une association syntrophique de deux 

bactéries et la fermentation méthanique de l'éthanol pouvait être 

considérée comme la somme de deux équations: 

2 CH3CH20H + 2 H20 --- > 2 CH,COOH + 4 Hz 

4 HI! + CO2 --- CH, + 2 H20 

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

( 1  )+(2) 2 CHZCHSOH + CO, ---- 2 CHZCOOH + CH, 

Reddy et al. étudièrent ensuite l'"organisme S" d'un point de vue 

physiologique (1972a) et métabolique (1972b,1972c) et montrèrent qu'il 

pouvait fermenter en culture pure le pyruvate en acétate, éthanol et 

hydrogène. La croissance sur pyruvate était cependant supérieure quand 

l'"organisme S" était associé a une bactérie méthanogène utilisatrice 

d'hydrogène et, dans ce cas, l'acétate et le méthane étaient les seuls 

produits retrouvés. La présence d'une méthanogène modifiait donc les 

I bilans de f ermentation du pyruvate. En culture pure, l 'hydrogène 
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s'accumulant dans le milieu, les électrons provenant de l'oxydation du 

pyruvate en acétate étaient principalement utilisés pour la formation 

d'éthanol. Au contraire, en coculture - avec une méthanogène, 1.a 

concentraton en hydrogène étant maintenue tres faible, la réduction de 

protons en hydrogène devenait le principal mécanisme de régénération des 

coenzymes réduits et la production d ' éthanol était negl igeable . 
Hungate (1966) avait observé que dans le rumen les bactéries 

méthanogènes main;enaient en permanance une très faible pression 

partielle d'hydrogène (inférieure à IO-= atm) et Wolin suggéra que ces 

conditions pouvaient influer sur ie métabolisme des bactéries 

fermentatives et favoriser la formation de produits plus oxydés comme 

dans le cas de la fermentation du pyruvate par llllorganisme Sn. Afin de 

vérifier cette hypothèse, Iannoti et al. (1973) étudièrent en chemostat 

la fermentation du glucose par Rz~minococcus alhus en présence et en 

absence de Vibrio succinagenes, bactérie utilisant lrhydrog&ne pour 

réduire le fumarate en succinate. Alors que R. albus dégradait en culture 

pure le glucose en acétate, éthanol et hydrogène, ils observèrent qu'il 

produisait en coculture exclusivement de l'acétate et de l'hydre,' aene. 

Les interactions entre bactéries productrices dlhydrog&ne et 

méthanogènes utilisatrices d'hydrogène furent ensuite discutées d'un 

point de vue théorique par Wolin (1974,1976) et Thauer et al. (1977) en 

fonction de considérations thermodynamiques et métaboliques. La 

dégradation de l'éthanol en acétate et hydrogène est thermodynamiquement 

defavorable dans les conditions standard: à pH 7 avec une pression 

partielle d'hydrogène (P[H21 ) de 1 atm le AG,' ae la réaction est de 

+2 ,3  kcal/mole. Par contre, si la concentration en hydrogène est 

maintenue très faible par l'action des méthanogènes, la réaction devient 

exergonique (pour une P[H21 de IO-" atm,  AG^'= -8,6 kcal/mole) et la 

croissance de 1 ' "organisme S" devient possible. 



Chez les bactéries fermentatives dégradant les sucres, les pyridines 

nucléotides réduit @s lors de de la glycolyse sont normalement réoxydées 

grace à -la synthèse de métabolites réduits (lactate,propionate, éthanol, 

butyrate ... à partir de pyruvate ou d'acétyl CoA. Chez les organismes 

possédant l'équipement enzymatique nécessaire à la formation d'hydrogène, 

ce dernier est piincipalement produit lors de l'oxydation du pyruvate en 

acétate par l'intermédiaire de la ferrédoxine. Une partie de l'hydrogène 

peut cependant être formée à partir de NADH grâce à l'action d'une NADH- 

ferrédoxine oxydoréductase (Jungermann et al. 1973). Cette dernière 

réaction est endergonique dans les conditions standard (les potentiels 

d'oxydo-réduction des couples H'/H2 et NAD'/NADH sont en effet 

respectivement de -420 et -320 mV) et n'est par conséquent 

thermodynamiquement possible que si la P[H,I est suffissament basse 

(Figure n02). Ceci explique qu'en coculture avec une bactérie 

utilisatrice d'hydrogène, Ruminococcus alhus puisse régénérer la majeure 

partie de ses pyridines nucléotides réduites en produisant de l'hydrogène 

au lieu de réduire de l'acétyl-CoA en éthanol (figure n03). Cette 

déviation du flux d'électrons se traduit également par un meilleur 

rendement énergétique de la fermentation : l'acétyl-CoA n'étant pas 

réduit en éthanol peut être décomposé en acétate et permettre ainsi la 

synthèse dlATP supplkmentaire. 

Le fait que fi. omelianskii soit une association syntrophique de deux 

bactéries et qu'aucune culture pure dégradant des acides gras volatils de 

plus de deux carbones n'ait pu être obtenue suggérait que les bactéries 

mathanogènes n'étaient capables d'utiliser qu'un nombre très restreint de 

substrat (acétate et certains composés monocarbonés). La fermentation 

méthanique ne pouvait donc plus être consiaérée comme une réaction en 

deux étapes faisant intervenir deux groupes de microorganismes : leç 

bactéries acidogènes et méthanogènes. Bryant (1976,1979) définit alors 
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NADH + H' ---> NAD' + Hz 

I 
O -2 - 4 - 6 

Log PIHzI L I L L E  0 
Figure n02. Influence de la pression partielle d'hydrogène (PIH21) sur la 
variation d'énergie libre (AG% pH 7,O et à 25 OC) de la réaction de 
déshydrogénation du NADH couplée à la réduction de protons en hydrogène. 
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Figure n03. Transfert interspécifique d'hydrogène entre Rurïinococcus albus et 
WoZinella succinogenes: influence sur les produits de femtentation et le rwmbre c e  
rrioles d'ATP produites par mole de glucose dégradée. 
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une troisième étape dans laquelle les métabolites produits dans la 

première phase par les bactéries hydrolytiques et fermentatives (alcools, 

acides gras volatils à plus de deux carbbnes, acides organiques. . . 
seraient dégradés en ac4tate et hydrogène par un groupe particulier de 

.- 

microorganismes appelés bactéries acétogènes productrices obligées 

d'hydrogène. Comme celle de l'"organisme S",  la croissance -de ces 

' bactéries n'est possible que si - la pression partielle d'hydrogène est 

suffisamment faible. Dans les écosystèmes methanogènes cette condition 

est réalisée grâce à l'action des méthanogènes hydrogénophiles qui 

maintiennent des concentrations en hydrogène inférieures à 1 MM (Hungate 

1967). 

Ce nouveau schéma en trois étapes qui a été repris et complété par de 

nombreux auteurs (Zeikus 1979, Zehnder 1981, Mc Inerney et al. 1980) est 

a la base des conceptions modernes sur l'écologie et la physiologie de la 

fermentation méthanique que nous allons développer maintenant. 



II. ECOLOGIE DE LA FERUENTATION UETHANIQUE 

Dans les écosystèmes anaérobies, la dégradation complète des matières 

organiques en- CH, et CO, est donc envisagée depuis les travaux de Bryant 

1 comme un processus biologique complexe faisant intervenir trois grands 

groupes trophiques de microorganismes ( figure no4 1. Par ailleurs, 

1 d'autres types de microorganismes comme les bactéries homoacétogènes et 

l sulfatoréductrices peuvent, dans certains cas, jouer un rOle plus ou 

moins important dans la digestion anaéorobie. Dans ce chapitre nous 

présenterons ces différents groupes trophiques de microorganismes en 

insistant sur leur signification écologique et sur les relations 

interspécifiques. 

1. LES BACTERIES HMROLYTIQUES ET FERMENTATIVES 

Ces bactéries sont responsables de la dégradation des matières 

organiques (mono et polysaccharides, protéines, lipides) en molécules 

simples: acides gras volatils, acides organiques (lactate, succinate), 

alcools, hydrogène et CO,. Ce sont des organismes qui sont 

morphologiquement et taxonomiquement très divers et qui peuvent être 

assimilés aux bactéries acidogènes du schéma en deux étapes. Elles ont 

généralement des taux de croissance élevés et n'ont pas d'exigences très 

strictes vis -5 vis du pH et du potentiel redox du milieu. Dans le cas de 

la dégradation des sucres, les transferts interspécifiques d'hydrogène 

entre bactéries fem~entatives et méthanogènes font que dans les 

écosystèmes anaérobies où l'activité des méthanogènes est suffisante pour 

maintenir une faible P[H,], la production de composés réduits comme le 

lactate, l'éthanol et dans une moindre mesure- le propionate et le 

butyrate, est probablement moins importante que ne laisserait supposer 

l'examen des bilans de fermentation des bactéries fermentatives en 



MATIERES -ORGANIQUES 

1 .  HYDROLYSE ET FERMENTATION (1) 1 

ACIDES ORGANIQUES 
ACIDES GRAS VOLATILS 

ALCOOLS 

-- ------- 
ACETOGENESE 

--------- 

I 
----A---------- z { HOMOACETOGENESE ( 4 ) 

i 
--------- --------- 
DECARBOXYLATION REDUCTION DU 
DE L'ACETATE (3) CO2 EN CH4 ( 3 )  
-------------- 

Figure n04. Schema en 3 étapes de la fermentation méthanique: (1) 
bactéries hydrolytiques et fermentatives; ( 2 )  bactéries acétogènes 
productrices obligées d'hydrogène; (3) bactéries méthanogènes. De 
l'acétate peut également provenir de la réduction du CO2 (groupe 4). 



culture pure. De nombreuses espéces de bactéries fermentatives sont 

cependant dépourvues d'hydrogénases (bactéries lact-iques et propioniquesJ 

ou produisent de l'hydrogène uniquement par la formate hydrogène lyase 

(entérobactéries) et leur métabolisme n'est par conséquent pas influence 

par la PLH,I. Le lactate et l'éthanol sont donc -dans certains 

environnements méthanogènes des intermédiaires importants. Ces composés 

peuvent être utilisés directement par des bactéries acétogènes 

productrices obligées d'hydrogène mais sont également susceptibles d'être 

dégradés en propionate ou butyrate par des bactéries fermentatives (voir 

chapitre V). 

2. LES BACTERIES ACETOGENES PRODUCTRICES OBLIGEES D'HYDROGENE 

Ces bactéries appelées O.H.P.A. (Ebligate mdrogen Eroducing 

eetogens) ou encore O.P.R.  (Lbligate moton &ducers) sont probablement 

les organismes les plus mal connus bien que leur rôle dans la 

! fermentation méthanique soit fondamental puisqu7elles permettent de 

i transformer les métabolites produits par les bactéries fermentatives en 
i 
I substrats assimilables par les méthanogènes. 

Les seules bactéries connues appartenant à ce groupe étaient en 1979 

l'"organisme Sn et certaines espèces de Deçrr2fovibrio. Bryant et a l .  

I (1977) avaient en effet montré que ces dernières qui dégradent le lactate 

et l'éthanol en acétate en réduisant simultanément le sulfate en sulfure 

d'hydrogène, pouvaient, en absence de sulfate et en association avec des 

méthanogènes, jouer le même rôle que l'"organisme Sn. Les deux espèces de 

flethanobacterium décrites par Stadtman et Barber (1951) comme pouvant 

dégrader le butyrate (M. suboxydans) et le propionate (M. propionicum) en 1 1 
1 

acétate et méthane étaient donc comme M.omelianskii des associations 

syntrophiques entre des bacteries acétogènes productrices obligées 

d'hydrogène et des méthanog6nes. La dégradation de ces compos4s en 



acétate et hydrogène est cependant beaucoup plus défavorable 

thermodynamiquement que celle du lactate et de l'éthanol (tableau 1). Les 

pressions partielles d'hydrogène qui permettraient la croissance de 

1 bactéries dégradant le propionate ou le butyrate doivent donc être 

extrèmement faibles (figure n05) et ces conditions rendaient très 

difficiles leurs isolements. Mc Inerney et al. (1979) réussirent 

1 cependant à isoler en coculture avec une bactérie utilisatrice 

1 d'hydrogène un organisme fermentant le butyrate en acétate et hydrogène. 

La purification de cette coculture fut possible grâce au développement 

I par ces auteurs d'une nouvelle technique qui consistait à introduire dans 

I le milieu gélosé d'isolement une forte concentration de bactéries 

utilisatrices d'hydrogène. Cette technique permit par la suite la 

purification de plusieurs autres bactéries acétogènes dont nous donnons 

la description dans le chapitre III consacré à ces microorganismes. 

3. LES BACTERIES METHANOGENES 

Elles sont responsables de la fermentation méthanique proprement dite 

et ne peuvent utiliser que l'acétate et certains composés monocarbonés : 

H,/CO,, CO, formate, méthanol, methylamine. Fox et al. (1977) 

démontrèrent par l'analyse des séquences de llARN ribosomal 16 S que ces 

bactéries constituaient un groupe philogénétique homogene et différent 

des autre groupes bactériens. Selon Woese (19781, les méthanogènes 

appartiendraient avec les thermoacidophiles et certaines halophiles 2 une 

troisième lignée d'êtres vivants, les archébactéries, qui seraient aussi 

différentes des vraies bactéries (eubactéries) que des eucaryotes. Les 

archébactéries se différencient des eubactéries par la nature de leurs 

lipides membranaires et par la composition de leur paroi qui est 

dépourvue de peptidoglycanes et d'acide muramique. En se basant sur les 

homologies entre les séquences de 1'ARN ribosornique 16 S, Balch et al- 



Figure n05. Influence de la pression partielle d'hydrogène (P[H21) sur la 
variation d'énergie libre des réactions de réduction du CO2 en CH, et Se 
déshydrogénation de l'éthanol, du butyrate et du propionate en acétate. 



Ta-bleau 1. Variation d'énergie libre des réactions de deshydrogénation 
des principaux intermédiaires de la fermentation méthanique. 
----------------------------------- 

AG, ' (kcal/mole 1 l 
lactate + 2 H20 ---- > acétate + HCO,' + H+ + 2 Hz - 1 
éthanol + 2 H,O ---- > acétate H' + 2 Hz +2,3 
butyrate + 2 H,O ---- >: 2 acétate + H' + 2 Hz +11,5 
propionate + 3 H,O ---- > acétate + HCOJ- + H+ + 3 H, +18,2 
---- ----------------- 
'd'après Thauer et al. 1977. 

Tableau II. Variation d'énergie libre des réactions de décarboxylation 
de l'acétate et de réduction du CO, et du sulfate. 

acétate + H20 - - - ->  méthane + CO, 
4 Hz + 2 HCOj-  + H' - - - - >  acétate + 4 H 2 0  
4 HP + HCOa- + H' ---- > méthane + 3 HzO 
4 H z  + So4- + H+ ---- > HS-  + HCOj-  + H z 0  

'd'après Thauer et al. 1977. 



Il 

, mprthmtco pofxrtarst d m  la pl-t des &-tb Mt-Wés le 

1 pré_curse& mjsrn, du Mthane : des Btudes x-4aliders a l'aide de trace- 

ioactifs ont arontd que dans les digesteurs cana6robies plus de 70 % du 

methane provenait de la décarboxylation de l'acétate (Jeris et Mc Cart 

1965, Çmith et Mah 1966). Cette .réaction est cependant beaucoup moi 

- favorable thermodynamiquement que la rtiduction du COz en CH. (tableau II). 
;$ $ $  ' 

Ceci explique que les taux de croissance des méthanogènes soient 

I nettement plus faibles m acétate que sur hydrogène. Le temps de 

I doublement de t îethanothrix soehngenif qui est la méthanogene ac4toclaste 

I dominante dans les digesteurs anaérobies, est supdrieure à trois jours 

1 (Zehnàer et a1.1980, Wuoser et al .  1982) alors que celui des mdthanwhes 
y@Tr ," , : p?!$$j gm;q%@r&i ?>>", 

&droghph~les est ' asenwxson aix heures. M- d&achtion ch 11zle8tate 

I repT.gsmte donc un des facteurs limitant5 de la fementatfm m4thanique. 

4.  LES BACTERIES H0m)ACETWENES 

Les atéthanogènes ne sont pas les seuls organismes a pouvoir utiliser 

le COa came uniaudi accepteur d'dlectrons. Lez; bactéries homac4to~Pnes 

sont en effet capables de lreviuire deux mol&ules de CU* en une molécule 

d'acétate en utilisant de r w m b ~ e a  types de substrats organiques c a m e  

source dleflect~ns : hydrogène- et COPIPC~O;~~ un (CO, formate, Btb/thmol) 

ou plusieurs atomes de carbone t sucre, lactate, éthenol,gly~hol 1. 

Historiquement, la première bacterie hanoacéto~ène décrite fut 



a. bryantii 
tV. t h ~ t o t r o p h i c u  + g v ~ ~  

ffethmabwibacter (I. p u d p b . ~ t f  m 
d* a ~ b ~ ~ f p h f f u s  
a. saf thf 1 

(Ie thanococcal es ffe thanococaccwe R. venniel f f 

Re thanmi crobi 

lrethanospiri I I  
Me thanosarcina 



Clostridium aceticum (Wieringa 1936, 1940). Cette souche qui pouvait être 

cultivée sur H=/CO, fut perdue et ne fut repurifiée que quarante ans plus 

tard (Braun et al. 1981, Adamse 1980). Entre temps d'autres espèces 

homoacétogènes, Clostridium formicoacéticum (Andreesen et al. 1970) et C. 
- .  

thermoaceticum (Fontaine et al. 1942) avaient été isolées. Ces deux 

bactéries n'utilisent pas l'hydrogène mais dégradent une mole de glucose 

en trois moles d'acétate. Le métabolisme de la formation d'acétate à 

partir de CO2 a été principalement étudié chez C. thermoaceticum 

(Ljungdahl 1983) et la fermentation homoacétique du glucose peut être 

considérée comme la somme de deux réactions : 

C6Hq206 - - - >  2 CHZCOOH + 2 CO2 + 8 H 

8 H + 2 COn - - - >  CHjCOOH 

Peu avant le réisolement de C. aceticum une nouvelle bactérie 

homoacétogène capable d'utiliser l'hydrogène, Acetohact6rium woodii, fut 

décrite par Balch et al. (1977) et l'on connaît maintenant plus de 12 

espèces homoacétog&nes appartenant à sept genres différents: C2ostridizrm, 

Ace tohac terium, Euhacterium, Acetogenitrm, Sporomtrsa , Peptos teptococcns et 

Butyribacteriurn (tableau IV). 

Le rôle des bactéries homoacétogènes dans la fermentation méthanique 

n'est pas encore très clair. Elles peuvent théoriquement intervenir dans 

chacune des trois étapes puisqu'elles utilisent certains substrats des 

bactéries fermentatives (sucres), acétogènes (lactate, éthanol) et 

méthanogènes (H1/CO,). Dans tous les cas, la présence de bactéries 

homoacétogènes à des concentrations significatives devrait se traduire 

par une déviation du flux de carbone et d'électrons conduisant à une 

augmentation du pourcentage de méthane provenant de l'acétate. Le fait 

que dans la plupart des écosystèmes méthanogènes ce pourcentage soit 

d'environ 70 % indique donc que la formation d'acétate à partir de CO, 

joue un rôle négligeable dans la fermentation méthanique. Ceci peut 



- 
Tableau IV. Principaux substrats utilisés par les bactéries homoacétogènes 
-_-----------__-___--_------------ ---------------- 
bactéries fructose glucose lactate éthanol méthanol ~,ho, 

_ _ - - Y _ _ _ _ _ - - _ - _ - _ _ - _ _ _ _ _ _ - _ _ - _ _ _ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ _ _ _  

+ - - + Clostridium acetfcumz + + 
formfcoaceticum2 + - + + + - 
thermoacetfcum3 + + - nd nd - 
thermoautotrophicum4 + + - - + + 

Acetobac terium woodi i6 + + + - + - - + 
wierfngae* + - + - + + 
carbinol icum7 + + + + + + 

Acetogenium kiwife + + nd - - + 
Sporurnusa ova ta9 - - + + + + 

sphaeroidesP - - + + + + 
acidovorans O + - - - + + 

Peptosteptococcus praductuszz + + - nd 
+ 

- + 
Eubacterium 1imosumz2 + + - + + 
Butyribacterium methylotrophicumz3 + + + - + + 
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~ _ _ _ _ _ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ _ ~ ~ ~ ~ ~ - - - - - - -  
Références: l Braun et al. 1981, Andreesen et al. 1970, Fontaine et al. 1942,  
Wiegel et al. 1981, Balch et al. 1977, Braun et Gottschalk 1982, 
Eicher et Schink 1984. Leigh et al. 1981, Moller et al. 1984, 

l0 Olivier et al. 1985, l1 Lorowitz et Bryant 1984, l2 Sharak Genthner et al. 1981, 
l Zeikus et al. 1980. 



s'expliquer par des considérations thermodynamiques : la réduction d'une 

mole de CO, en méthane est en effet plus exergonique que la reduction-de 

deux moles de CG, en une mole d'acétate (tableauv 1 .  Les bactéries 

homoacétogènes- ne sont Probablement donc pas compétitives - avec les 

methanogènes pour l'utilisation de l'hydrogène et leur concentration dans 

les digesteurs anaérobies seraient inférieures à IO5 bactéries par ml 

(Braun et al. 1979). D'autre part des transferts d'hydrogène ont été mis 

en Gvidence entre des méthanogènes et certaines espèces homoacétogènes 

cultivées sur fructose (Winter et Wolfe 1980), éthanol (Eicher et Schink 

1984) et méthanol (Cord Ruwisch et Olivier 1986 ) .  Lorsque la PEH,I est 

suffisamment basse, les électrons provenant de l'oxydation de ces 

composés sont alors utilisés préférentiellement pour produire de 

llhydrog&ne plutôt que pour réduire du CO, en acétate. 

5. LES BACTERIES SULFATOREDUCTRICES 

Dans les sédiments et certains effluents d'industries 

agroalimentaires et chimiques, la concentration en sulfate peut être 

relativement élevée et la réduction du sulfate en sulfure d'hydrogène 

joue alors un rôle important dans l'oxydation de la matière organique. 

Jusqu ' en 1 977, toutes les especes connues de bactéries 

sulfatoréductrices appartenaient à deux genres, Desulfovibrio et 

Vesu2fotomaculz~rn et les seuls substrats importants d'un point de vue 

écologique qu'elles utilisaient étaient le lactate ,l'éthanol et 

l'hydrogène (Postgate 1977). Grâce aux travaux de Widdel et Pfennig 

(Widdel 1980, Pfennig et al. 1981, Widdel et Pfennig 1984) on connaît 

maintenant de nombreuses nouvelles espèces utilisant d'autres types de 

substrats : acides gras volatils, acides gras à longues chaînes, composés 

aromatiques. Selon les espèces ces composGs peuvent être soit 

incomplètement oxydés en acétate soit entièrement oxydés en CO, (Pfennig 



Tableau V: Substrats utilisés par les bactéries acétogènes fermentant l'éthanol. 
------ ------------------- -- 
Substrats P. venitianusJ P. carbinolicus2 "Organisme SwJ 

....................................... 
éthanol +(a) +(a) +(a) 
propanol nd +ta) +(a) 
but ano 1 nd +(a) +ta) 
pyruvate - - + 
1 -2 propanedio 1 + - nd 
1-2 butanediol + - nd 
2-3 butanediol - + nd 
acétoïne + + nd 
éthylène glycol - + nd 
polyéthylène glycol + - nd 
...................................... --- 
(a) croissance possible uniquement en CO-culture avec une méthanogène utilisatrice 
d'hydrogène 
nd non déterminé 
Références: ' Schink et Stieb 1983, * Schink 1984, Reddy et al. 1972 



et a l .  1381 1. LM baet6~ies sulf;ator~rices utilisent le plupart 

Les relations : entre méti&nos4n&se et s u l f a i o ~ ~ t i o n  $nt été 

principalement 6tudi4es dans les sédiments où l'apport en iaatiere 

organique est gédralment faible. Dans les écorffysthes marins, la 

concentration en sulfate (10-20 mM) n'est pas limitante et la réduction 

pal permettant l'oxydation complete de 

well 1978, Mountfort et a l .  1980). Par 

douces les concentrations en sulfate 

ont beaucoup plus faibles et le m4thane est le principal produit formé. 

ependant, dans ces environnements, l'addition de faibles concentrations 

de sulfate (0,2 mM) inhibe complètement la méthanogtin&se (Winfrey et 

Zeikus 1977). Cette inhibition peut être levée par l'ajout d'acétate ou 

dlhydrog&ne. Ceci s w é r e  que l'effet inhibiteur du sulfate sur la 

méthanug4nèse provient d'une compétition pour l'utilisation de ces 

composés et non pas d'une toxicit4 du sulfure dlhydrog&ne sur la 

croissance dies bactéries mdthanoggènes comme l'avait pmposé Cappmberg 

(1975). Les bacthries ~ulfatoréductrices ont en effet des Ks pour 

1 ' hydrogene et 1 ' acétate beaucoup plus faibles que ceux des méthanog+nes 

et sont donc plus mmp6titives lorsque la concentration de ces composés 

est limitisnte (Lovley et al. 1982, Schonheit et al. 1982, I~gvorsen et s2. 

1983, Robinson et Tledjè 1984, Kristjansson et al. 1982). 

D'autres etudes ant cependant m t d  que la p~dciewe be sulfate 

n'avait aucun effet c j ~ r  la pradwtian.de méthgne 3.parti.r de m4thaml et 
- .  

de m4thylaain~ (Oremland et Porcin 1982, Oreailand e t  al. 19432, biindfrey 

et Ward 1983). Bien que l'utilisation de méthanol par des suuchw de 

Desulfwibrio et de Dersulfoiroraacuf urn ait é t d  observde (Braun et Stolcp 



-partir dpacétate- et dShydro@ne ea f 0 f p l & t - h t - - ~ i h e c  par le sulfate. - 
. - 

cx#.te dami les ijl.kîiatents marins. 

concentrations en sulfate même importantes ne sont généralement pas 

fisantes pour permettre une oxydation complete de tous les composés 

carbonés en CO,. Dans ce cas, m4thanogPn&se et sulfatorPduction 

existent et le rapport CH4/H1S dt5pend du rapport entre la quantité de 

matiere organique et ia concentration en sulfate (Mountfort et Ascher 

1981). Les bacteries sulfator6ductrices sont alors limitées par le 

sulfate disponible et l'on peut se demander quels sont les substrats 

qu'elles vont utiliser préférentiellement et par conséquent quels son 

ceux qui resteront disponibles pour les méthanogPnes. Dans les couches d 

sédiment oE la concentration en sulfate est limitante, Mountfort et al. 

(1980) ont constaté que le méthane provenait principalement de 1 

dBcc0~boxylation de l'acétate et que lthydmg&ne était utilisé en amjorit4 

par laos sulfatoréâuct~. Leianbroek et al. (1983) ont étudié la 

dégradation en chhstat d'un mélange d'acétate et de propionate par deux 

souches sulfatoréductrices : Desulfobulbus prapionfcus et Desulfobacter 

postgatfi qui oxydent respectivent le propionate en acétate et 

1 ' ac4tate en CO*, Ils observ&mnt lorsque la concentration en sulfate 

.P - 
sracctleiaila%t. D'autre part Ueki et a l .  (1986) ont montré que dans des 

effluents de déjection animale trait& par digestion anaérobie, le 

sulfate n'avait aucun effet nmr la fermentation &thanique de l'acétate 



1 - sulfatorédwtricc~ se d&(eloppaient plutdt sin. *hanol que sur retatk. 

1 - - -  Bien que des Ctudes CWT>l$ment~ims m i h t  nCccrrsires pour mi- 

&ndrcp lw relations entre mlfatar&tion et m4thasioedn&ie dans les . 

!nvironnements anaémbies ab la concentrat ion en mat ihre organique est 

ortante, ces quelques résultats sugeerent que lorsque le sulfate est 

sulfatoréductrices interviennent 

l'acétog4n&se et de l'utilisation de 



&ut dieinsuqr deux ty&s de bact&es acdt&&nes - - pmductric~ 

- ceil-& qui p 

croissance, sulr certains substrats- ou en absence d*aceepteur exogèine 
1 

d'électrons, n'est possible qu'en association avec une bact6rie 

tilisatrice d'hydrogène. Chest le cas de l'norganisme Sn qui fe 

n culture pure, le pyruvate en acétate et éthanol mais qui ne 

'éthanol qu'en association syntrophique avec une méthanogène. L 

bactéries sulfatoréductrices, qui dégradent en coculture avec des 

méthanogènes le lactate et l'éthanol en acétate et méthane, rentrent 

également dans cette catégorie puisqu'elles utilisent ces composds en 

culture pure en présence de sulfate. 

- le second type de bactéries OHPA comprend tous les organismes qui ne 

peuvent utiliser que les protons comme unique accepteur d'électrons et 

dont la croissance, quelque soit le substrat, n'est possible que lorsque 

la pression partielle dlhydmg&ne est maintenue ei un niveau trPs faible. 

Ces organismes ne peuvent être isoles qu'en association syntrophique avec 

une bactdrie utilisatrice dfhydrog&ne et sont appelées bactéries 
'"i; ' & .  
'p , *'"'" 

syntrophes. Les ?xetéries'*''b~~~ ddgradant les acides gsas 3 plus de deux 

carbones ainsi que certains compusés arcmatiques appartiennent 2 cette 

AprBs son isolement par Bryant et al. (1967) 21 partir de 

fiethanobacilius osrelianskii, ltnorganiste Sw fut caract4ris4 par Reddy et 



1 a l .  (1972a). C'est un baci l le  grgm *tif, 0lObiEe, m apomli, d 

- myem&s -t de 0.6 x 4 rn et- sa t q P r a t u r e  &isale de croissance est 

comprise entre 32 e t  450C. ~ n -  association avec une atéthanp&he 

1 u t i l i s a t r i c e  d'hydrogéne, il dégrade l e s  -alcools p r ï m i r e s  (éthanol, 

propanol, butanol, isobutanol) en produisant l e s  acides correqmndants et 

e 1 'hydroglhe. Contrairement iYe thanobacf f lus m e 1  ianski i , 1 norgar&sme 

" n 'u t i l i se  Cependant pas isopropatfaf e t  l e  2-butanof. R&cemnent, 

986) a démontré que certaines méthanog$nes u t i l i s a i e  'C@$ .j@$,,l ;Us.; $$ 
h p,w~F4~ ;x _&?vd*& &G; 

m o l  comme donneur d ' électrons e t  1 *oxydaiet, $n ac6tone. 

dégradation des alcools secondaires par . me2 ianskii pourrait ainsi I 
s'expliquer par une u t i l i sa t ion  de ces composés par l a  méthanog&ne I 
>résente dans ce t t e  coculture. En culture pure, ll"organisme 5" fermente 

l e  pyruvate en acétate,  COS e t  éthanol, e t  produit également des t races  

d'hydrogéne, dracétoïne e t  de 2,3-butanediol. 

Bien que l e  pourcentage de 6+C de son ADN (47,27 X )  a i t  ét4 determiné, 1' 

p-,%@yt'organisme S" ne f u t  pas décri t  comme une nouvelle espPce e t  res te  de ce  &Fi *%Jk, P 
g" -3 

f a i t  encore aujourd'hui taxonomiquetnent non défini.  

b)  Pelobacter venetianus e t  P. carbinoZicus 

Schink e t  Stieb ( 1983 )  étubiPrent l a  dégradation anagrobie du 

polyhthylPne glycol (P.E.6.) e t  isolerent plusieurs souches fermentant ce 

polymere en acétate et éthanol. Les seuls  autres  substrats u t i l i s e s  par 

@es igrolri ts  ITac4toïne, le t ,2-propanediol et le 1 ,a-but 

I 

. - 
P. E .6. en - a c h a t @  fonnation d "allcwl. Ces kracthies n@ nkhtismt. pas 

les sulfates, @chinle et St ieb prlop&mnt de les dét:~&re comme 

appartenant L une nouvelle eoip8ce, RtIobacter vrn8tfanus. m i n k  (19841 



:onsid4rées, lorsqurelles sont cultivées sur certains alcools primaires, 

tomme des bactéries OHPA. Les souches types de P. venetianus (souche GRA 

DSM No 2394) et de P. carbinolicus (souche GRA BD 

outes deux d'origine marine et sont morphologiquement assez 

similaires. Ce sont de courts bacilles droits (0,5-0.7 x 1.2-3 um), gram 

négatif et non sporul4s. Les pourcentages de G+C de leur ADN sont 

pratiquement identiques (52.1 et 52,3 X I .  Leur temps de doublemeni; 

minimum ( 8  hl, leur température (33-35O C) et leur pH ( 7 )  optimaux de 

.: croissance sont également t e s  proches. 

L1utilisationdu ' . .  
2.3-butanediol et de 

donc comme leri diffhemes principales entre ces deux bact6ries qui 

présentent kalement de grandes simi Litudes mrphologiques et 

physialogiques avec l'lvorganisme 5". Chez ce dernier, la plupart des 

substrats permettant la &missance der; ciouches de Pelobaeter n'ont 

cepermlarrt p;ss et4 test&. P. vetietfanus et PI cm&fno2fcus ont 4tB isolds 

1 par-tir de skiiinents mariris ou Isilctiiirtres et mus montrons (chwitre ... 1 

que des or(laniskes de ce type sont pr4sents de fortes concentrations 

daris les digeste- anaérobies, où ils représentent la flore utilisatrice 

d'éthanol chinante. 



&utont& par Bryant et -al. (1 977)- qui isolerem, à m i r  -d'un 

rïchisswent &then&&ne démedant ] 1 t-Qthaml, une souche 

sufovibrio vu3garia qui, lorsquvelle ktait associée avec 

. Bryant et al. (1977) montrkrent kgalement que les 

souches types de D. vulgaris et de D. desulfuricans pouvaient également 

être cultivées en absence de sulfate, en association syntrophique avec 

des méthanoghnes. Mc Inerney et Bryant (1981) 4tudiPrent la dégradation 

u lactate par une association bactdrienne constituée d'une souche de 

Desulfovibrio et de ttethanosarcina barkeri. 11 observPrent une 

I décomposition complPte du lactate en CH. et COs m i s  constathent une -*._ 

accumulation transitoire d'acétate, ce dernier nlét&t dégradé qulaprPs 

cornplPte utilisation du lactate. 

Les transferts dlhydrog&ne entre les Desulfovibrio et les 

I méthanos&nes ont elté étudi4s par la suite par Traoré (1981) et Arche1 et 

, Powell (1985). Waor"B compara la Mbp'adeition Bu lactate par deux souches 

2: héparément 3 flethanosarcina hrkeri. 11 observa que la fermentation du 
A! 

I lactate était plus rapide avec la premiere qu'avec la souche Zhilina, et 

I suggéra que ceci eltait peut-4tre lie au fait que la souche Hildenborau& 

Qtait capable de procitaire de lThydmgène a des cmcentrationii plus 
/ 

importantes. Accher e"e Powell (1984) dértermini?rent les taux de croissance 

- sur 4thnol- ds* souche de ~eailfovibria ;IswciQe s&hnt a huit 

esp&cecj de méthanog&nes. Ils montfirent que le temps de doublement de la - -- 
cuculture dependait de ceux des a&tha~>gènes et qu'ils étaient coorprls 

entre 6.7 heures ttt. vannielfif) et 17.7 heures ta. bark~rf). 



aientir) d&#radmt wicsient , le lactate-et l t C t W l  en cowlttm avec - 

espèces sulfatoréductrices dkrites par- Widdel 11 980) cormrs! pouvant - 

utilise? les acides gras volatils et c+taiis compo-& aromatiques, 

aucune n'est capable de fermenter ces coalposés en absence de sulfate par 

transfert interspdcif ique dShydrog&ne avec une dthanoghe. La raison 

pour laquelle ces bactéries sont incapables d'utiliser les protons comme 

euls accepteurs d74lectrons pas encore connue, et c'est pour 

question que nous avons étudié le 

métabolisme et les protéines de transfert dV&lectrons d'une bactérie 

sulfatore!ductrice, dégradant le propionate, isolée d'un fermenteur de 

méthanisation, ~ s u l f o b u l b u s  elongatus (Chapitre X I I ) .  

2. BACTERIES DEGRADAWT LES ACIDES GRAS VOLATILS A PLUS DE 3 CARBONES 

a Syntrophornonas wol fe i  

La premigre bactérie OHPA utilisant des acides gras volatils a plus 

de 3 carbones fut isolée par Mc Inerney et al. (1979) à partir d'un 

enPiehissement &thano&ne d4gradmt le butyrate. Cette baeterîe (souche 

Gottinç~en) fut tout d'abord obtenue en c~cultur~r avec un~Dssuffwtbs)io 

(souche 6 11). La rrilsduction du sulfate en sulfure est en effet 

thedynamiquement plus exergonique que celle du CO* en CK* et les 

ûesuZfovibrio qui ont des Ks pour l'hydrogène plus faibles que ceux des 

m&thano@mes, peuvent mintenir des concmtratims en H-2 plus favorables 

BU dclvel.oppemnt de bactBPies ac&oggBnexs d&radant Te m e t e .  La souche 

iwl& en- coculture avec Dersu2fwibrio put ensuite &tre eultivBe et 

isolbe en abence de sulfate en association avec tiethanospiri2tum 

hungatef mais pas avec ffethosbrevibacter arbsoriphif icus ni avec 

tiethanalwcteritgii b rymf i  i. d. hungatei &ait la bacterie &thanogPne 



- - 
A 1 partir dl-écosystémes différents - (diggestatrs a&r&ies et - - 

sédi~nîs), Mc 1neAey et ai. ( 1 h 9 ,  1981 1 isol&rmt m i t e ,  - directekent 

en coculture avec H. Fztmgatei, deux &res bacteries qui ddgrlpierrt le 

tyrate et qui' Brtaient siorphalqiquement et physi 

la souche 6ottingen. Cette derniPre fut donc 

ype (DSM No 2245) d'un nouveau genre et d'une nouvelle e~pece, 

yntrophmonas wolfei (Mc Inerney et al. 1981). C'est un bacille 

égPrement incurvé (0.5-1 x 2-7 um), gram nggatif, non sporulé et mobile. 

'examen en microscopie électronique montre la présen de flagelles ( 2  a 

1 insérgs latéralement au niveau de la face concave des cellules. Ces 

ernières contiennent des inclusions de polyhydroxybutyrate (46 M par mg 

e protéine). La souche est sensible à la pénicilline et sa paroi 

les acides gras 

e dégrade les acides à 

nombre pair de carbones en acetate et hydroggne et produit du propionatr, 

de l'acdtate et de I'hydroghne à partir de val4rate et d'hepttanocate. Elle 

fermente Qgalenent 1 ' isoheptanoate en isovaldrate , ac4tate et h y d m h e  . 
Les accepteurs dtélectrons usuels tels que sulfate, sulfite, nitrate, 

fumarate et -&ne ne sont pas utilid5 et la formation dShydrog&ne est 

donc le seul moyen, chez S. wolfei, wur éliminer les électrons provenant 

de l'oxydation des acides mas. Mc Immey et al. (1981) tentèrent, sans 

suçc&ci, d'obtenir des c u l t w ~  pwm~; de 8. woifei, en 4lim%&~tt 

lvhydroglrne par un moyen physique) (rwqclwe de a phase mzeuse au 

travers d'me c o l m e  dvxyde de cuivre). Cette bactérie doit donc 

obligatoirement, quelque soit le s&trat et les conditions de culture, 

6Pre a5soclée & un organisate utilisateur d'hydrqéne, 



Stieb et -&hi& ( i ~ 5 ) -  ~SOIS~T~RZ,  a d 4 ~ l & i s s ~ s  
. - 

dt-kes ctkaciant - ~c - capcoati, wje birt*is rpmul~c fe&tant fa 
. - 

cowks4 on association avec mie bàct4rie utilisatrice dlhydroggne. cette - - h* S"+\ - pw72 
bact4rie qui fut décrite C-e brie noÜvede esrjece du aenm ~lostridihr, $$ ,,,?*."? 

C. bryantii fut obtenue en co&lture soit avec m Oesulfovfbrio (0811 3014 

A),soit avec EI. hungatsi (M 3014 8). 6. bryantii est un fin bacille 

légèrement incurviI (0,4 x 3-6 jm) avec des extrémit4s arrondies. Les 

cellules sont gram négatives, non mobiles et les spores qui apparaissent 

après 4 semaines d'incubation sont terminales et déformantes. La souche 

type peut se développer sur milieu exclusivement minéral sans vitamine, 

ni azote organique. Elle dégrade tous les acides gras linéaires ayant 

entre 4 et 1 1  atomes de carbone et le 2-méthylbutyrate (tableau 1. Les 

seuls produits de fermentation sont, comme chez S. wolfei, l'acétate et 

l'hydrogène (plus du propionate lorsque le substrat possède un nombre 

impair de carbones). Les protons sont les seuls accepteurs dlélectrons 

utilisés et la souche pousse entre pH 6, 5 et 7,5 et a des températures 

comprises entre 20 et 40° C. Son temps de doublement minimum est du maZmg 

ordre (72 96 h) qu'elle sait asmci&@ avec Qesu~fatribriu ou avec #. 

c) Autres organismes non definis taxonomiquement 

Une bactérie thermophile, ddgradant le butyrate en association avec 

dethanobacterium therraoautotrophicuw fut réeeeiment isalde par Henan et 

Saiith (1985) id partir d'un digesteur imi4~bie fanctiemt Qi 55OC. Cette 

bact4rie -t . bacille l&&rmnt incurvé, mam nésatif, spomlé. 

Elle nkessite un facteur de croissance-non identifié, présent dans le 

swrigeant de jus de digestetm. Elle pousse a 55' C mais pas a 40°C ni à 

70°C. Le htyrate est le seul substrat 3 avoir été test4 et cette souche 



3rrq5w ., .: 3 
2 h  $< ' 

[ ' ' 'k diii6-ie *de S. woirei principalement par sai optimum de tcap(raturc 1 

consommée par molécule de substrat dégradé. 

Cette réaction est endergonique dans les conditions standards 

t AG*O = +4,8 Kcal/aole) et n'est possible que si llhydrog&ne est utilisé 

au fur et a me-e de sa formation. La fermentation acétique de 

llisuval~r~te couplée b la rsduction de CO2 en CH4 est ceperrdant ' .  
- I r  - 

glubaleqent peine ia-ywablt?: - 
4 (CHJ)*CHÇW~COO- + rns" * H*O ----> 12 [:&Cm- +- 3 N- + CH* 

Le B * o  de ciette r4action est en effet: de -3,25 Kcai par male 

d * iswalérate d@adbe. Par c-aisan, leci k 'a des réactions de 



I ation du butyrate et du propimate en acétate et G W i  m t  

~ ~ v e m ~ t  ae -4 ,7 et i ~ l a  1 agi paff mole d ntbstrat fermenté _ 
4. , ii" ' : " . . 

t&& et -ai. 1977j. ~ ~ ~ l i q u q , -  sel&- Bti& et B o h ~ t . . ~  1a 
- 

croissance cfe - la sxïehe : &ggradmt l1 Ésoval&ate çolt inhi&, par de - 
- -  - 

faibles concentrati& ek- ec~tate. O- les 66osysthps in~h~no( lkes .  la 

ddep'adat ion de 1 * isovslgritc ne serait donc physiolÜgiquemnt possible 

que si lv&tate est utilisd an e par les k t 4 r i a e  a r é t h ~ ~ n e s  

acétoclastes. Les principales activités enzymatiques impliqudes daris 

abolique suivante: lrisovalérate est activé en icnval6rvl-IlnA qui 

es avoir été oxydé en méthylcrotonyl-CoA, est carboxylé e 

méthylglutaconyl-CoA. Ce dernier est hydraté et coupé en acétyl-CoA et e 

acétoacétate permettant ainsi la synthbse de trois acétates. 

Parmi toutes les 

description srnaire, 

bactéries OHPA dont nous venons de donner une 
.2 

aucune n'est capable d'utiliser des acides gras 

ayant plus de 1 1  atomes de carbone (tableau VI). La fermentation ~3 

mdthanique d'acides gras h loryllues daSnlos gattni6ec; et insatur6es a 

pourtant étd observée par de nombreux auteurs (Henkslekian et Musller 

1958, Jeris et Mc Carty 1965, Weng et Jeris 19761, mais la toxicité de 

ces co~po5bs rend difficile 1' isolement de bactéries dépadant des acides 

gras 3 plus de 10 carbanes. En précipitant les acides gras à longues 

marnes sow forme de cjels de calcium, nous wonos cependant pu purifier 

et caractériser un organisme ddpadant 11a14ate et le stbarsite en 
. - 

(Ilssociation avec ff. hungatei ou wee ûesuf fovfbrio (Chapitre X I .  





-La seule éict&i; 0W.R démit. capable de d i g v d e r  le propionetc est . 

. - 
Synt~pbr&ctg~ rralinij [Wne e- Bryant 1980). Elle fut obtenue en 1 I 

y-?.v 19 ,P. ? qiv 
. - 

.A- r#  a i ,  , . ; lW - .sssociation avec - - 1 ~ e a ~ f f a i r i b ~ i ~  ( 6  1 1 1 mais ne pui Btre isoïde en 
* ,$@a-- : < - 
9 4,T4b%a ' 

, . coculture avec fie~himspfrillui huh&atei. C'est un bacille (0.6-1 x 1-4.5 
A >&., . 

$+&Lr*" .+_ - 

, +  EC Jt -. - :- i m 1 ,  non sporulé et non mobile. Les cellules sont fortement réfractiles 
. x. ,+ " 

associées' pour fo filaments ayant jusqu*& 35 rn 

onate est le s trat utilisé et est degréme en 

rogene. Cependant. la souche n'avant PU etre isolée en 

brio, certains substrats qui sont utilises par la 

actérie çulfatoréductrice ne purent donc être testés (éthanol, lactate, 

yruvate).Les temps de génération de S. wolinii en association avec ti. 

brio sont respectivement de 161 et de 87 heures. 

LES COHWSES ARWATIQüES 

fermentation méthanique des composés aromatiques a été observée 

pour la première fois par Tamin et Buswell (1934) et plus récement par 

Nottingham et Hwrgate 119691, Healy et Young (19791, Healy et al. (1980). 

Ferry et Wolfe ( 1 977 obt inrent un enrichissement mdthanogPne qui 

degradait le benzoate en accumulant transitoirement de l'acétate-. Ils 

Bsolèrent, 21 partir de cet enrichissement, deux souches méthanogènes qui 

utilisaient llhydrog&ne mais étaient incapables de fermenter le benaoate. 

Ceci %-&rait que le benzoate était diilgrad&, comne le pmpio~ate et I-r 

butyrate, par des bacteries acétog&ms praductric&s &lig&es d' al. 

La variation d'(anergie libre diB1o et le nmdwe.de m1-&ules dthy*ne 

théoriquement libériFes par - amfécule de composé aromatique da~p.ad&e 

décroissent en fonction du noarbre de p u p m e n t s  hydroxyl fixés s w  le 

noyau armatique (tableau V I 1  1. Las valeurs de AGIO indiquent que la 



zostte est largement axerypmique. La croisame en cw%hnCe 

t ces eaeipos& est donc thiéoriwement possible, 8Ch 

2)  ont décrit un organisme, Pelobacter acidigallici, qui 

homoacét ique des composés aromatiques 

ink (1985) isolèrent également une bacthrie 

égradant le résorcinol (1.3-dihydroxyberuènel et le résorcinol en 

1 acétate et hydrogene. La croissance de cet organisme est cependant 
' "* - 8 -  

L? b c  * 8 

. d t  - - . dépendante de la présence d'une bactérie utilisatrice d'hydrogene. Ces 

auteurs purifierent également un autre microorganisme capable de 

fermenter, en culture pure, certains composés dihydroxylés en acétate et 

utyrate. La fermentation butyrique de ces composés est 14gèrement plus 

favorable que la fermentation acétique et n'est, de plus, pas couplée 

vec une production dvhydrog@ne (Tableau VIII). 

b) Souches décrites 

Mous parler- ici des bactéries isolées sur benzoate et sur 

diff6~ents d4riv4s m .  di- et trihydmxylés du bsnzene et du ben3oate 

( tableau XX 1 . P a l h c  ter acidigall ici et le5 souches butyriques dégradant 
9 .  

. - 
le rbsorcinol qui ne sont pas, à propré~~erst parler, des bactdries F A .  

seront cependant traités ici par souci d'Rumogt$nt!ité. Nous dottnerors 

ensuite une description rapide des bactéries qui, sans avoir bté isalées, 

ont été misés en iévidence dam des cultures hautement enrichies. 



Taleau V Z X  , m e i o n g ;  thkiques  des f ementat ions acbtiques des composds - ----- 

ddr ivk  du benzoate 
benzoat e : C7HmO* + 7 Ha0 ---- > 3 CHjCOO- + 3 H* + HCOj' + 3 Ht , +16,88. 
hydrwybrixoate: C7H503 + 6 HsO - - - O >  3 CHJCOO- + 3 H' + HCOs' + 2 HI +1,28 
d$hycisaxyb~nrcmte: C7H504 + 5' H20 ---- > 3 CHjCOO- + 3 H' + HCOJ' + He -18,61 
trihydmxybentoate: C7Hb05 + 4 HeO ---- > 3 CHjCOO- + 3 H- + HCO,' . -38,25 

dvaprPs Kaiser e t  W a m e ~ m  0 9 8 2 )  



- ., 

- - 

Tableau IX. ~ t $ r i a s  d ~ ~ ~ t  -les e ~ - ~ t i ç p i o . ~  . - 
- .  

bactérie shstmt *%lis& pmduit 
porrs l'fsoletnent - ferment 

Syntrophus 
busml1 i* 
Souche W-2= 

Souche KN032= 

Souche Mo02 1 

Souche I(N2454 

Souche Ma2664 

Pel obac ter 
acidigall ici5 
Gu& terium 
o x i d ~ ~ u c  tene 

résore in01 , 
B-et 6-résorcinol 

r6sorcino1, 
8-et &-résorcinol 

gallate 

acQtiits ta) 
b-vm@ 
acatertcr ta) 

- hydrogene 
acétate ta) 
-&ne 
acétate ta) beruoate, 3-hydroxybenzoate 
h~drogene 
acétate tb) d ihydroxyrésorc ino 1 
butyrate 
acétate ta) - 
hydrogene 
acétate tb) trihydroxybenzéneç, 

trihydroxybenzoates 
ac4tate tb) gallate, phloroglucinol, 
butyrate quercétine, crotomte 

ta) croissance possible uniquement en association avec une bactérie utilisatrice 
d ' hydroghe 
tb) croissance possible en culture pure 
Rtrférences: * Mountfort et al. 1984, a Shelton et Tiedje 1984, Tschech 
et Schink 1986, Tschech et Schink 1985, Schink et Pfennig 1982, 
Krumholz et Bryant 1986. 

L I  LLE @ 



" - 
dieesteur ka4robie. + ~ovtfort et Gant- < 1982 ) isolhrwt . .n fo~ilture . - 

. - 
avec &sulfwibrio (611 1, . une baëterie p;roduisant trois mles dl-4tat - -  

et trois -mlës drhydÏwg&ne par mole de benziate d4graf~e. cette bactéri 

ne put être pwifiée en association avec une inethanagene mais powvatit 
" f 

emps de génération dehcette-Ba~trZrie Je: sont de 132 heure 
0 3?*;.3 *" ,&$, $'r2f44 

<bi; Y < . ~ " & S ~ ~ P L L ~ Y , C  jeg&P7& 

ec ûesulfovibrio et de 166 heures en coculture avec PI. 

irent cette bactérie comme une 

swell i (DSM 261 2) .  Schelton et 

3-chlorobenzoate et isol&rent, 

omposé, deux organismes : une 

e (DCB1) réalisant la dechlorination du 3-chlorobenzoate en benzoate 

1 physiologiquement semblable Syntrophus 

" - .  

Tsthech et Sehink établirent des enrichissements &thmgenes sur 

différents d4rivés mnohydroxylés du benzoate. Ils réussirent 3. isoler, 

en gélose profonde, en ajautant une %tache de ~ u l i u v i b r i o  came 

bactdris utilisatrice dehydm~Pne, pltraim]?ci syntrophes d6ep'adant le 

3-hydsroxybQnzaate (souches -IVY1032, KM033 1 - et le -licy$ata ( 2-hydxwxy- 

benzoate (souche. Wo021). La souche KMQ32 est morphologiquement et 

physiologiqwnent similai~e & la souche Ki(Q33. C'est un bacille droit ou 

1égPrement incurve (0 .8 x 1,5-3 pm) gt,am négatif, non sporulé et non 



mobile. Le 3 - ~ ~ t e  bamuate sont las seuls substrats 

t Ut if 15- et sont d@rad& en -etc et hycb@ne, Les taux de c r a i m e  

I sont: ident iqvk quelque soit. . - l< baXlt&rie ut ilisetrice d 'hydroeéne 

emplo~$-JQesül fartbrfo ou (r. hw>gatï~f 1. par contre, Tscheeh et Schink 
s&F4,$ q F b  d> $*& 

; $= &B@B$G:,, 
observbrent des ieops :de gtinération plus courts et des radmënts de 

issmice plus importants sur 3-hydroxybenzoate que sur benzoate 

trespectiveamt 3 et 4 jours de temps de doublement et 8,6 et 5.8 g de 

?ellules par mole de substrat déep,adé). La souche Wo 021 isol8e sur 

-hydroxybenzoate est un petit bacille avec des 

0.8-0,9 x 0,8-1,7 um). Les cellules sont gram 

n mobiles. CeGe7bactérie.mutilise également le benzoate et 1 Yw*2r*#&p"h.;iA. @J G&i1;:by1$&-3,< :G $&%*4 

>~Y&Y vm w$,$$ ' r ; ~  A ~ d k  L &ri i**J ~~&&&a 

roxybenzoate. Les rendements de croissance et les temp 

doublement sont proches de ceux de la souche KM032 isolée sur 3-hydroxy- 

benzoate. Les temps de doublement sur salicylate sont de 5,5 jours. 

Des cellules concentrées des souches KM032 et Wo021 réalisent une 

déshydroxylation du 3-hydroxybenzoate en benzoate lorsque les transferts 

interspécifiques d'hydrogène sont inhibes rcioit par omission du sulfate 

lorsque les cellules sont prhultiv4es en association avec &su1 fwsiy3$o. 
9% .&& 

soit en ajoutant du BESA dans le cas où les cellules sont obtenues en 

coculture avec & hungatei). Par contre, dans ces conditions, aucune 

modification du 2-hydroxyberuoate n'est observée. 

A m i r  de Wimnt~ marins, T s t h c h  et ScthS3iEt (1985) obtiw~nt deux 

xybemoate) en &tate et CH*. Ils isolbrent, de chacun de ces deux 

enrichissetnents et en association avec +un Cresulfovibirio, deux souches 

syntrophes mrphologliquemnt et phvçiolo$iquearent similaires. Ce sont des 

bacilles droits (0,8-1 x 2-3.5 m), gram positifs, mobiles et sporul4s. 



Les spores mt centrales uu subteminrales et sont non d4fosaiointes. tes 

-uD. 

- ac6tate et -hie. . L'extrait d e  levure stimuli- leur ~ i 6 e  et - - 
. - 

aucune de ces &a bactéries ne se developpe a des concentratiom.en N a C l  - - 

Tschech et schink ( 1985 @" r4alishrent également des enrichiss-nt~,~p~p 

sur $-et 8- réqorcylatc en utilisant des inocula provenant de sédil~ents 

d'eau douce. Apr&s quatre transferts successifs, ils observerent un arrQt&,, 
&;&tza 

production de méthane et tm~+,,dégraqQt,$on de ces compos4s ;rrh~~ 
:@lJ$-$, ;Eg& 

tiques en acétate et butyrate. Ils isolbrent 3 partir de ces 

cultures un gros bacille (1,2 x 3-6 Hm) (souche KN2451, gram négatif et 

mobi.le formant des spores subterminales de forme ellipsoïdale. Cette 

bactérie eitait cependant toujours contaminée par un fin spirille trbs 

mobile, appartenant au genre CarnpyJobacter. Cette dernibre ne fermente 

aucun composé aromatique et le bacille sporulé (souche KM2451 est donc 

responsable de la dégradation du B- et du g-résorcylate en acétate et 

butyrate. La souche KN245 utilise également le résorcinol et le 

dihydroxyrésorcinol. Aucune modification du métabolisme et des produits 

de fermentation n'est obtenue lorsqulelle est associee a une bactésie 

utilisatrice d'hydrogène. Le temps de doublement de la souche KM 245 est 

de 48 heures et les rendements de croissance sont de 8 8 de cellules par 

mole de substrat dégradé. Lorsque des suspensions de cellules concentrQes 

sont incubées en présence de B- ou de v- résorcylate, une accumulation 
transitoire de résorcinol est observée. Ceci sugghre une premiere étape 

de décarboxylation dans le catabolisme de ces deux dihydroxybmzoates 

* bactéries isoldes des compas& ammatiques t r i h ~ ~ 4 o ;  

P. as fd i@f ic t  fut isole par M i n k  et PPem%"j,& (1982) ;Ir partir d'on 

~ i c h i s ~ n t ' d é ~ ~ a n t  1"ide gallique. La souche type (Ma Ga1 2) qui 



1 est d90rigim 'marine. est un petit bacille (0.5-0.7 x 1-2.5 m) avec des 

. - 
cidi611 fci réalise une fermentation hatkacétique de tous les @rIv& 
- - 

rihydrbxylk-du benzéne et du hm&e et produit tmi; moles dtacétate 

JMC &le de substrat dtrgradée. Elle ne fermente aucun autre c-s6 

si elle est associée avec une bactérie utilisatrice 

hydrog&ne. Son tewps de génération est extrêmement court (2  heures) par 

rt 3 ceux des autres bactéries anaProbies dggradant des composés 

iques. Le rendement de croissance est de 10 g de cellules (poids 

adée. 

1986) dénombrgrent dans le rumen, par la 

technique du nombre le plus probable en milieu liquide, les bactéries 

capables de dégrader les composés aromatiques trihydroxylés. Ils 

comptérent 107 bactéries pouvant décarboxyler le gallate en pyrogallol et 

4,3 x IO1 organismes dégradant cotnpl&tement le gallate et le pyrogallol. 

Ils isolerent la bactérie responsable de la fermentation de ces composés 

et l'appelèrent 6. oxidoreductans. Ils observbrent cependant que cette 

bacterie ne ddgradait la gallate, le pyrogallol et le phlo~b~~lucinol 

qu'en préireme dthydw&ne ou de formate et qu'elle gmûuisait alors un 

mélange dlacdtate et de butyrate. La fermentation bu4yrique des composés 

&tiques trihydroxylés n'est en effet équilibr4e que si elle est 
I 

couplée l'oxydation d'un donneur dl&lectrons exogéne. Les bilans 

exp6rimentaux indiquent qu'uns mole d'hydmg&m ou de! forshate est 

cm-ee par mole de butmete furde- at ll&uat:ion t 

im dtz gaf late est dom: 



1 cat&dml, lfhydroquinone (Szewzyk et al. 1985). le 4-hydmxybenzoate 

~~(Tschech et 6chink 1986) et l'a-résorcinol (Tschech et Schink 1985) m t  p, 
' X  

été recemnent obtenues (tableau X I .  En e BESA, ces cultures g$;$Ecsf@y;Q, a i p+*wagFg $,y(-- 
r & r . a y y ~ "  : ;;$ J"n3&< d.1.& -w'%' ***: Y, 

nt de l'acétate et sont donc pro 

I ies acétogene m4thanog&nes. Les 

I , ,  
cultures enrichies sur 4-hydroxybenzoate, catéchol et hydroquinone 

1 "  utilisent toutes le phénol et la culture obtenue sur catéchol fermente 

1 également les dérivés carboxylés du catéchol et le 4-hydroxybenzoate. 

$qoEE r $ Q ; ~ ; ~ . > ~ h ~ ' ~ ~ : c :  @@ 
,;;$ ;g*,t<&;ji$ ,:;+**;::>:., 

s bacterles lsoleës ou 

1 enrichies sur différents composés aromatiques montre que le benzoate, le 

phBnol, le catéchol et le phloro~lucinol jouent un n61e central dans le 

métabolisme de ces bact4ries. Nous discutons ici des préoii&res étapes qui 

conduisent, par des réactions de déshydroxylation, de décarboxylation ou 

d5ismérisation, B m e  modification de la structure* des composés 

aromatiques sans coupure du noyau benzhnique. Nous mntrons ainsi que 

1 *on peut distinlguer quatre voies de d-adation différentes des cornposCs 

anmat iques . 

- voie du bemoate 
Le fait que les bactdries isa19es sur 2- e r  3-hydmxrI,ensoate 

utilisent 4ga;learent $e kzoate sug&ré m e  relation entre les voies de 



- .  
- lablejï-X; -~é@?adat i& de c&pus&- aromatiques ppr des niridiisuiunts .d-hnes - 

Substrat- utilid pour nom da la - intermédiaires mis autres substrats 
l'enrichissement culture . . évidence --ferivmnt& 

phénol Phe Kol ac4tate. hyàm@ne catechol 

4-hydmxybenzoate KIWOBs acétate, hydrseèm phénol - 
phénol 

catéchol Bre Kol acétate, hydroggne 3.4- et 2.3-dihydroxybenzoate 
ph4nol 4-hydroxybenzoate, phén 

hydroquinone HQ Go1 ac4tate. hydroge 
phénol 

a résorci Go 3s3 hydrogene 

-- - 
1 Rëfdrences: l Szewzyk et al. 1985. * Tschech et Schink 1986. a Tschech et 8chink 1985. 



l 

1 -  
dégradation de ces trois coatpwh. . D ' m e  part, le hmroste a pu &tre . , - 

mis en wxasnce cwqe interrniediairn 10x95 de -la d4gmda%iczn'àu ol-hwfmrry- 
. . - 

benzoate m i s  pas . du 2 - ~ x y b e ~ o a a t e ,  T h c h  et Win): i 19865 
. - 

serent, -sur la base de ces obervat - cf i&m n06) dans 

el le 3-hydroxybehzoaté subirait ation réduçtive en 

bënzoate et oh les voies de dégradation du 2-hydroxy~moate et du 

benzoate comrprgeraient aprPs l'étape de rroduction du noyau artmatique. 

Le groupement hy-xyl du 2-hydroxybenzoate serait conaiervé parcre qu'il 

l 

La formation de phénol est observée de maniere transitoire lors de la 

dégradation par des enrichissements mé ~ 

Schink 1986). Par ailleurs, les cultures enrichies sur catéchol et 

hydroquinone utilisent respectivement les 3,4- et 2,3-dihydroxybenzoate 

et le 3,6-dihydroxybenzoate. Ces r4sultats indiquent que le phénol est un 

intermédiaire commun dans la dégradation de tous ces composés (figure 
". . 

. . - .  , . * .  

'" 
,*"\Ci ' <r 

,A,* -$qgj i6f$*$i?!' - vole du Aresorcinol' A 
A part l'acétate, aucun intermédiaire n'a pu être mis en évidence 

durant la dégradation du résorciml et de l'a-résorcylate. Les bactéries 

isolées sur B- au sur È3 -résorcinol utilisent le Asorcinol. T d w &  et 

Schink (19853 ont mont& que d e  mspconsi6t15 de cellules conc&4es de 

la souche Ki4032 décmboxylaient ces acides en r&~~rci;nol et ont propasé 

un s c h W  cowarun pour la deadation de ces trois capos4s (figura n08 . 
Les deux groupements hydroxyl du résorcinol sont bien positionnés pour 

permettre une B oxyàation et sont camerv& durant les étapes de 



Figure n07. Prmihres Qtapc-s de degradation du 3.4-dihydruxybemoate ( 1 ) .  
du 2.3-dihydr(l*enzoate (21, du 3.6-dihydroxybenroate (31, du l 

ri-hydmxybenzoate (41, du catkhol ( 5 )  e t  de l "t.iydracyuinone ( 6 )  par la 
voie du phdnol ( 7 ) .  



r-tion ulné~îeure. Aucime dkarboxylation de 1 'a-rgSorcinoT n'a pu 
l, - - olslur-cl awalt sans cloute une voie de d€&r*tion 

- - 
- - dJifi-e. 

> a. 

354 

- Voie du phlorogluc 
l 

P. acfdigalfidf utilise tous les c~mpos4s aromatiques trihydroxylés. 

I Sdiink et Pfennig (1982) ont mis en évidence chez cette bactérie une 

I activité phloroglucinol rddwtase. Le phloroglucinol, dont les trois 

I groujxments hydroxyl sont convenablement situés pour permettre, apres 

I réduction du noyau aromatique, une 8 oxydation, serait donc 

'intermédiaire commun dans les voies de dégradation de tous les dérivés 
QI :$ 'i*& f,g A;, #$g$*q .& . *$&#a% ydc4&;< :+ ,*j$t;b,. 7 ,k#, f; 2!m 
.n": da -&& .+&.&&+d-w .:, %: &dd+ 1 i+-iisb@. i~ -G-~U&&K~*YIA , ,LÏ. kd~v,a 

trihydroxylés du benzene et du benzoate ( figure n09 . Dans le chapitre X , 
nous avons confirmé cette hypothPse en montrant que P. acidtgallici 

I décarboxylait les trihydmxyhnzoates et réalisait une paratrans- 

I hydroxylation du pyrogallol en phloroglucinol. 





1 T V .  BtbCTERIEÇ SULFATOREDUCTRXCES 

- - 

1. CLASSIFICATIûM 

- Les . nilfatorMwteurs constituent 1 un groupe de bactéries - - 

morpholog~quem~nt et physiologiquement trhs diverses qui ont en comun la 

faculté d'utiliser le sulfate comne accepteur dlélectrons. D m  la 

derniere édition du Bergeyls manual, Widdel et Pfenhig (19843 projmsêr 
r. 
iine classification de ces nicmor~anisnks nn. la base de leur mowholog 

et définirent huit genres (tableau XI). 

nt de vue phsiologique et &t 

actéries sulfator6ductrices : celles qui oxydent 

substrats carbonés en acétate et celles qui dégradent 

Ptement en CO? et qui peuvent utiliser l'acétate cosmie 

eule source d'électrons (Pfennig et al. 1981). Cette classification 

physiologique (tableau XII) ne recoupe pas exactement celle qui est basée 

sur la morphologie éf il existe des esphces de Desulfovibrfo et de 

Desulfotomacu2um qui dégradent le lactate en acétate et d'autres qui 

utilisent l'acétate. Chez Desulfatobacter postgatef, l'oxydation ,de 

l'acétate en CO* est &lis& par me voie dtablique analogue au cycle 

de Krebs (Brandis-Heep et a l .  1983, Gebbard et a l .  1983). 

Les principaux substrats utilisds par les différentes espkes 

sulfatoréductrices sont r t - d s  dans le tableau XII. Certaines souches 

peuvent 4galernent dégrader d'autres substrats tels que des alcools 

( propanol, butaml , iaiobutanol , éthylgne glycol , des acides mas 

volatils (famate, isiobutyrate) , des acides organiques (malate, fuwarat~, 
- - 
succinatel, des acides ab.&, des c o 1 ~ ~ ~ 8 s -  armatiques (phenylacétata, 2- 

- .  
hydroxybenzoatei, la choline, l'acide, nicotiniquet, lloxalate et lloxamate. 

Rdcemat~t Bak et Widdel (1 987a, 1987b) ont decrit un muveau genre, 

Desul fobacterf um, comprenant deux esp&ces, D .  indo1 i c w  et D. phenolf cwp, 



- - 
44Q.m %!! ! 

Tableau XI;. ~Spssif i t i o n  des bactéries mlf atoréd~trices' 

t ~ s u l ' f w i b r  io vibrio, çpirille,hcille incu&4 - 
Dgsul f awnae bacille droit -rpn etobile 
D9sulfacoçcug -w@ - 
besul fofacter bacille de forme ellipsoïdale 
Desu2 f obulbus bacille en forme de citron 
Desul f otuaacul um bacille spoml4 
Desul f osarc f na. sarcine, coques en paquet 

L I L L E  0 JfFq 
q.4 
*, ** -: 
14 .", 





- .. - 

t résairectivbnt 1' Sncfole et le #&&ml, - 
.F 

- - 
> 

ta pltlpart de9 s u l f a t o ~ w r s  utilisent. également le -1ffte et le % - 

thiosulfate c m  -accepte-- ds@lectrons: -et cèrtaSjïs-.*es réduisen% - - 
- - 

le nitrate et le nftrite en-amnoniaque, le fumarate- en sutcinate et i$%T@*V 
%:~+4 r%%&@h 

soufre en sulfate. Klemps et a i .  (1985) ont montré que ~sulfatornaculum 

runainis et D.  'orientis réduisaient, en absence de sulfate, le CO1 en 
> :,-- 

produisant de l*acétate. 

IE DE REDUCTIOES W SULFATE 

i ' 

sulfure. Le potentiel rédox du couple HSOr'/HSOr' est trè 

(E1o = -516 mV) et le sulfate doit tout d'abord être activé en adénosine 

phosphosulfate (APS). Cette réaction, catalysée par une ATP sulfurylase, 

libere du pyrophosphate (équation 1 et n'est favorable 

thermodynamiquement que si ce dernier est hydrolysé en phosphate 

inorganique sous l'action d'une pyrophosphatase (équation 2):  

Equation 2: 

ATP + 2H' + 804- ---> APS + PPi 

PPi + HsO - - -> 2 Pi 

ta première 4tape de réduction est la transformation de I'APS en 

sulfite et AMP et est catalysbe pglr une flavoprotéine ( A M  ralductase) 

localis6e dans le cytoplasme. Les donneurs d'électrons physiologiques 

impliqués dans cette rdduction ne sont m oonnus. 

Le mécanisme de la mkbetiosi du sulfite est encore aujourd'hui un 

sujet de controverse et d m  schhere orrt: ét4 proposbs- Le premier Sait 

Intepenir une réduction directe du sulfite en sulfure sarps; libération 

d'intermédiaire libre. Quat- bisulfite mklwtases ont ét4 purifiées et 

caractirisées : la dés-ulfoviridine (Lee et Peck 1971 ) et la 

d4çulforubidine (Lee et a l .  1973) qui ont ét4 mises en évidence chez les 



produisent cependan* du - trithianate (Sj0*- et du thi&lf ate (Ma--) -de 

m i g r e  irrdversible et Akagi et ses collaborateurs (Drake et Akagi 1977, 

Maki 1981) ont proposé un mécanisme cyclique dans lequel ces deux 

~~s seraient produits caarae intkffa4diairsrs tf igvire na1O). Des wsk3 
~Ipaw 

thiosulfate rMuctases ont ére ptarifibes chez plusieurs souches de 

Oesulfovibrio (Haschke et Campbell 1971, Hatchikian 7975) et un complexe * 

enzymatique catalysant la réduction du trithionate a récemment été isolé 

chez D. vulnaris (Kim et Akagi 1985). Les quantités de thionilfate et $6ECiMw 
m2"q" S@* 

trithionate formies durant la réduction du sulfite dépendent des 

conditions expérimentales et il est possible que ces composés ne soient 

pas produits dans les conditions physiologiques. 

3. PROTEINES D'OXMOREIIUCTION 

Cytochromes 

Il existmhaz les D8suIfo~ibrio 3 type- de cytochrme c. Le 

beri~cous, plucf bas Cemrimn -3W iaV8 que ceux des c y t w k w m  c de 

mlélculaire dvenvimn 14.000. Il a 4t4 t w 4  chez toutes les esp&ces de 

rnwIfwf&fo et sa p 

ï L ~ ~ e  19998, Le cytodmxne CS est 16~i~lJSs4 1 espace 

&ig->1mi~ Cfse ml1 et e2. 19652 et: est m -facteur spkifique de 

l'Wdmsénia+ie= Un autre cytoch~ome CJ d'un poids nialkulaire de 26.0- et 
- 

contenant huit hèmes par malécule a ét& purifie chez ~suldwi&rfo gigas, 

D .  vulgari s et D .  desulfuricans (Bruschi et al. 1969, Guerlesquin et al. 

1982).  Le cytochrome c s a ~  a BtCT isolé pour la premiPre fois partir 



Thiosul f ate 

Sulfure 

Figuz"e nef( sulfure par la voie du trithiosaate 



- d'extraits de b. w2-Z~ jmr. te Gall et B W i  (1968). C'est M-. - - - 
dTun poids molhalaire j e -  9100. Il e* 

autooxydable à iv air et p6ssWe un Potentiel & -4 -- 20- mV); p l k  41-4 - - 

que celui du eytodimme c3, Son r61ë Physiologique n'est- pas Connu; -il 

pourrait intervenir comne cofacteur de la formate d4strydrogénase. 

La plupart des cytodiromes isoles de bacteries sulfatoreductriees 

1-t 4tb chez dç-i souches de Desulfovlbrfa et nous dkrivons dans le 
%-"v-.i"r, 7 t - T  - -  :-y ?,rd?!*- b@f:${yXg&y&&&$$$+;, .* %" .% *->,'-s.-i; *#$$ * .r 

chapitre XI un cytocpipome cJ a haut potentiel que nous avons purifié à 

ir d'extraits d'une bactér 

s % t f lavodoxines 

Les flavodoxines et les ferrédoxines sont des proteines 

cytoplasmiques qui interviennent corne cofacteur de la pyruvate 

deshydrogénase (Fauque 1985) .  Les ferrédoxines sont des protéines de 

faible poids moléculaire posséâant des centres fer-soufre. Chez 0. gigas, 

la ferrédoxine exi~te sous deux formes (1 et II) séparables par 

chromatographie (Bruschi a l .  1976) Ces deux formes sont 

respectivement des trimPres et des tétrdres d'une rnbe unité de base 

ayant un poids moléculaire de 6000. La ferrédoxine 1 (trimère) a un 

potentiel dloxydoréù~tion (E'o -- - 400 mV) nettement plus bacj que celui 
"1 +>,* ,c 

de la IsrrWoxine II (E1o =%",2@.130 mV) (Cammack et al. 19771. Des 
@ 

f lavdaxines ont été mises os "en"' évidence chez certaines souches de 

ûesulfcwibrio et joueraient le même rôle physiolo@ique que les 

ferr4fdioxW. Caaare ces derni;lures, elles brstEstmt d a  4tats 

dg~-etibn : un& fsrme cieariquirierna-Wmuim (E'o = - 440 SV) et 

une. $ontte searkquirkme-quimne (EJo = - 1 30 RN). 



-De-su2@1&rbrlo i2ontiernen-t - de fortes activit- h y d m~~~iques.~~elles-ci- 
- - - 

peuvent Btre localis&es dans le péripkne et 3e - cytoplzkne ou atre- - 

associgies 3 la membrane. Des hydrogénasec; ont été purifiées chez de 

nombreuses souches de Desulfovibrio. Ce sont des protéines a centre fer- 

soufre et certaines cokje : celles de D. g i g m  contiennent du nickel. (Le 

autres protéines 

orédoxini et des ont &té purifié 

chez différentes souches de üesulfovib~io. Des cytochromes de type b ont 

été mis en évidence dans la fumarate réductase de D .  gigas (Hatchikian et 

Le Gall, 1972) et dans la succinate déshydrogénase de'ûesulfobulbus 

elongatus (chapitre XI.). Les membranes des bactéries sulfatoréductrices 

ontiennent également des ménaquinones (Widdel 1986). 

Les Desulfovibrio peuvent se développer en utilisant lthydrogPne 

comme seule source dtélectrons (Badziong et al. 1978, &randis et Thauer 
- 

1981). Les aetivit6s hydrogginasiques étant principalement localisées dans 

le périplasme, Badziong et Thauer (1980) ont proposé le schéma de 

conservation de l'énergie, suivant : lthydrog&ne est oxydé à ltextériem 

de la membrane firiplasmique en rMuisant le cytochrome CS et en libérant 

des protons. Les électrons sont transférbs ensuite au travers de la 
- 

membrane pour rdduire, dans le cytoplasme, le sulfate en sulfure, Ces 

transferts dlélectrons ont pour conséquence la création d'un gradient de 

protons de part et d'autre de la membrane et permettent la synthhse d'Am 



I - Y 

i3r01t C-F- de - l ' m .  s m produire et possWetl2 des 
d - l - -  et . 

- - 
P g p t e  da cas " * 

1 recycl-e de lrhydrog&ne qui permettraft d'expliquer le &taboliçate 

I éneraétique des sulfatoréduct~iees puwsmt sur lactates. D a m  cette 

an 

produisant de 1 ' hydroe&ne par hydro&n&e cytoplasmique. L ' hydrogene 

diffuserait librement au travers de :la membrane et serait oxydi par 
Î-9 . . .'"' @.&, %fi&* ,:i $&ug%;*g@;$k@@ :; 

1 'hydrogénase periplasmique dont le cofacteur est le cytochrome CS. Caame 

schéma de Badziong et Thauer, les électrons seraient en 

s dans le cytoplasme pour réduire le sulfate en permetta 

formation d'un gradient de protons (figure n012). Ce schéma expliquerait 

que les Desul fovibrfo puissent pousser en absence de sulfate en 

association avec des mdthanog&nes. Dans ce cas, seule l'hydrogénase 

interne interviendrait. Ce modèle ne semble cependant pas pouvoir 
pq3pp?jm 6 *g,< 

s'appliquer a toutes' les bactéries sulf atorédutrices. Certaines des 

nouvelles espèces ddcrites par Widdel (1980) sont en effet incapables 

d'utiliser llhydrog&ne et now avons mntrd que chez üesulfobulbus, 

l'activité hydrog(3nasique &ait réprimge lorsque les cellules étaient 

incubées en présence de lactate et de sulfate (chapitre XI). 
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Figure no12. Coilciervartiian de l14ner& chez les D8su2fuvibrio poussant sur 
lactate: .%%horie du recyclage de l* hydrugh. I 



différents tkjws4s maniques siaiples ou complexes. Dans ce chapitre, - 

nous nous limiterolls à l'étude bibliwaphique des bacteries propioniques 

et butyriques utilisant certains des m4tabolites inteMiaires de la 

6%MATIMI W LACTAïE 

De nombreuses esphes anaérobies utilisent le lactate en absence 

d'accepteur exogbne d'électrons et l'on peut distinguer plusieurs types 

l de fermentations. 

- Fermentation propionique 
La fermentation du lactate en acétate et propionate est observée chez 

l les espbces du genre Propionibacterium, cher Clostridium propionicum et 

chez certaines espPces gram négatives appartenant aux genres Veillonella, 

Selenommas (Buchanan et Gibbons 1974), Pectinatus (Lee et al. 1977) et 

Propionispira (Schink et al. 1982). Ces bactéries produisent une mole 

d1ac4tate et de* mies de p m p i m t e  pçntr trois moles de laetats 

dtSgradcies. Deux voies; wtltaboliques difîtsrentas (voir m i t r e  V I )  

permettent la formation de propionate : la voie &a succinat@~qui a ét4 

mise en évidence chez les Propionibact8riaceaes et la voie de llacrylate 

qui est utilisee par Clostridim propionicuia. 

- Fermentation butyrique 

et C. lactoacetophilura> fermentent le lactate en adtate, butyrate et 

hydragene. La croissance de ces bacteries est favoriscSe par la présience 

d1ac4tate (Baht et Barker 1947). Les coenzymes réduits (NAW et 



- 
la w & m m t ~ ~  - e t  - P- la *tiin de- 2 .cétyl--~~~ en butyrate. a 

- 

' inportam rcspeët ive d e  ces deux m d c n i s m  d6temine les quant i t k  - 

'acétate et de butyrate produits et la fermentation butyrique du lactate 

t être représsntde par lv&uation : 

-O-> ( 1  - 2x) acétaie - x  butyrate + (2  - 2x1 HI + CO* 

clostridia, les déshydrogénases intervenant dans la syntmse 

du butyrate, et la lactate déshydrogénase sont NAD' dépendantes tandis 

que la ferrédoxine est le cofacteur de la pyrwate d6shydroginase et de 

11hydrog4nase. Le facteur x que nous avons défini dans l'équation 

essus correspond à la quantité de NADH réoxydée %race 3 la libérat 

'hydrogene via la ferrédoxine-NAûH oxydor6ductase (Jungermann et al. 

1973, Thauer et al. 1977). L'activité de cette enzyme détermine ainsi le 

rapport entre les différents produits de fermentation figure n013). 

Eubacterium linrosum, anciennement appelé Butyribacterfum rettgeri, 

2-&f%;iiréalise une fermentation butyrique du lactate différente. Cette bactérie 
pl$ Jsh!s! 

ne produit que des traces dThydrog&ne et f o m  moins d'une mole de CO, 

par mole de lactate dégradée. Grace A l'utilisation d1e514ments marqués, 

il a été montré que du CO* était incorporé dans llacitate et le butyrate 

Produits lors de la dégradation du lactate (Barker et al. 1945, Pine et 

Barker 1 954). B .  1 imosm réalise &al$-ent une fermentation hmacit ique 

partir du mélange H,:CO, et est dom' capable de réduire le COp en 

ac4tate (Sharak Gentner et al. 1981). Cette riaction permet la 

rérgénératio3.l d'une partse dgo; coenzymes &duits ( f  i w e  nO1 3)  et la 

femmtiation butyriqw & lîwtsts sl&pire! : 
- 

1 lactate - - - 3  x WtyrMe + (1.5 - 2,s 8 )  aca4ate +-x  CBa 

La va1eur de x est mmpcii.li;e. suivant les cdktions de culture, entré 0.3 

in, 1983). Par mole de lactate d&$radCEe, (1 - 2s) mole 



lactate 

Figure n013. Fermentation butyrique du 1xtrrte chez GZostridiu~s 
butyrfcura ( A )  e t  chez Eubaeterfuar Itmsum (8). 



d'acitats prolirfent de 1'acCtyl-OoA tandis qua (0.5 - x) mole d'acdtate - - - 

%bs+t 5 4 w r t i r d a ~ .  A ,  .. - - 4,*1, 3 >~ 

. - ,  I - 
* . - *  - 

0 - - . t r  
- 

2. DE-ATIûN DE LtE3MIIl(OL 

- Fermentation butyrique 
C2oStrfdiurn kluyverf fut isolé er (1937) counne un c 

z x *  + p e  se développait qu'en présence de larges quantites d'extrait de levure. 
l ' L  , i 

Borstein et Barker (1948) mntrgrent que l'acétate ou le propionate 

pouvaient remplacer l'extrait de levure et qu'ils étaient consommés, 

durant la fermentation de l'éthanol, pour former respectivement du 

butyrate et du val4rate. Par mole d'éthanol dégradée, on observe la - 

ormation de 0,3 mole d1hydro&ne et la fermentation butyrique "ae. 

l'éthanol peut être représentée par l'équation : 

~thanol + (2x - 1 )  acétate ----> x butyrate + (2 - 2x1 Ha 

- Fermentation propioniqu 
, La formation de propionate 1Si partir dt4thanol fut obsrorvée pour la 

premikrcl fois dans des cinétiques de d&padation ch sacdamse pac m e  

population mixte provenant d'un digeciteur anaérobie (Samain 1980). 

Lréthanol qui &ait produit 3 partir des sucres dans une premiere phase, 

etait ensuite converti en aciitate et propionatc dans une s e c d e  étape. 

La bacterie (souche X1) responsable de cette ~4action tut isolbe et 

carwt6risde tcharpitré VfI1). Ladrok et a l .  (1982) montrèrent que 

~~ulfot ,uIburp pmpimicus-  réaaïmit une- feramtaXion propimique de 

lqétharmol lorsquril &ait cultive en absence de sulfate, et M i n k  (1984) 

isola. sur 2,3-btttafigdiol une m e  de Pslobacter, P. propionicus qui 

fermentait 1*6thm~;rl, le lactate, le pyrvate, le butanediol et l'acdtoïne 



bacille ap"at~ n&@if, nort 

16 et .an lobiÏc. .. Ailise su?- et .a teneur en G*C de: 

- 

noirs coupamm la süuche - l& et P. propiunfcus dtuh point de- vue 

physiologique, ~~orphologique et taxonomique. 

Dans les écosystèmes anaérobies, on observe une conversion rapide du 

succinate en propionate (Wolfe 1 979 1. Certaines espèces prod&ctrices de 

succinate, Selenomonas rumfnantfwn (Scheifinger et Wolin 1973) et 

eillonella alcalescens (Youstén et Delwich 1961) sont capables de 

écarboxyler le e mais cette rhaction 

actéries, liée these dlATP et ne permet 

bacterienne. 

ûchink et Pfennig (1982)  décrivirent par contre une bactérie, 

q - v ,  Prapionigenium modestuin, qui utilise le succinate c m e  seule source .4v ,C ' 4 .  4 - , s  

d'énergie. Cette k t C r i e  décarboxyle le succinate en propionate et 

fermente le fumarate, le malate et le pymivate en acétate et propionate. 

P. WOdcastcrar est un petit bgcilSa 6-am n&mif, non mobile et non 'çpocul4. 

SUC 2)  est de 33,9 X .  Hilpert et ai. (1984)  muntrPrent que chez P. 

modestm, le succinate est dégradé en propionate via le succinyl-CoA, le 

méthylwal~nyl-CoA et le propionyl-CoA. Ils mirent en évidenee une 

mtFthylaralony1-Cati décarboxylase mearbmnaire et arontrk-ent que la 

d4carboxylation du at4thylgralonyl-CoA était couplbe B l'excrétion de Ha' 

au trawem- de la membrane, et que ce mécanisme permettait la syntithe 

d*ATP via une ATPase wmîwmaire NB* dtapendante. 



. - 
0- ce- chapitre, pbdsentais lai wies métaboliques Ütilisées 

- 
par les bactdries anaérobies pour la dégradation <ou la synthise) de 

l l'éthanol, du propionate et du butyrate. 

La voie métabolique permettant -1 'oxydation de 1 ' éthanol en acétate a 

été principalement dtudiée chez C l  o s t r i d i w  kîuyveri (figure nO1 4). Cette 

bact4rie contient une alcool et une acétald4hyde d4shydrog4nases NAD+ 

dépendantes. Ces activités sont présentes dans la fraction particulaire 

~ mais peuvent être solubilisées faibles forces -ioniques (Willmer et 

GottscHalk 1974). Contrairement a ce que l'on observe chez les levures et 

les bactéries aérobies acétiques oh 11acétald4hyde est directement oxydé 

en acétate, 11ac4taldéhyde déshydrogénase de Clostridiurn kluyveri est 

coenzyme A dépendante (Burton et Stadtman 1953) et permet donc la 

formation d1ac4tyl-CoA. Ce dernier est converti en ac4tate via llacBtyl-P 

par la phosphotransacdtylase et l'acétate kinase. L'oxydation de 

lléthaml en acdtate permet d o m  cher C. kluyveri la synthwe ~'ATP par 

une pl mylation lige au substrat. cher ll"organisme Sn, llalcool 

déshydrog(bnase est N ddpendante et la ferrédoxine est le cofacteur de 

lqac4tald4hyde déshydm&nase (Reddy et a l .  197213, 1972~). Lai; foreration 

dlfkydqbm è partir de W H  est r&lis4e grlisce à l'action d'une MADW - 
femédoxine o~cydodductistsot. Criantg, les a l w l  dd;~ihydrog&mms des 

bact4ries ~(btiques, Ivenzywe de ll*organisnre Sn n'est pas isp&l-fique de 

l'dthanol et oxyde également le propanol, le butanol et l'isobutanol. 

Utilisant les mhes techniques que Burton et Stadtmm 419531, Reddy et a l .  

( 1 9 7 2 ~ )  ne parvinrent pas à démontrer une dépendance de 11acétald4hyde 
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deydrcyémw vie - i vis du comqme A. Les eutravs de l'"or(-iw km . 

tate k h m ?  et une p)w>-rtroWanmcCtylase-et 

-u -icinf&ti-m dvac4tyl-CoA i partir d*scityl<Whyde et  de coenzyme A est : - 

appgraWnt - la . keule possibilitC pennettint la synth&se d t & e  liai:- - 
-- - 

riche en 4nergie susceptible de former de 1'ATP. Selon Eicher et gchink 

( 1 984 1 'acétaldéhyde déshyàmgéfiase de -2 obacter carbinoJ f cus est 

coénzym A dépendante, -et , dam le  chapitre noIX, nous montrons que dans 

les extraits cellulaires de cette bacterie, le coenzyme A stimule la 

formation d'hydmgene partir d'acétaldéhyde. 

Les enzymes responsables de l'oxydation des alcools chez les 

bactéries sulfatoréductrices ont été très peu étudiées et leur activité 

serait difficile à mettre en évidence (Stams 1985). De mgme, les 

cofacteurs des enzymes impliquées dans la fermentation propionique de 

l'éthanol ne sont pas connus. 

2. I(ETABOLILB(E DU BüîYRAIE 

Chez les anarérobies, le métabolisme du butyrate a été 4tudiê 

principalement chez les bact6ries productrices de butyrate du genre 

Clostridiuwr (Doelle 1975). La preolibre étape est la condensation de deux 

rnol6;cules d1éac4tyl-CoA en acétoac4tyl-CoA (figure n*15). Ce dernier est 

ensuite transfomé en butyryl-CoA par deux reactions de réduction et une 

de d8shyrfratat ion. Les deux déshydrogBnases , 8-hydroxybutyry 1-Co et 

butyryl-CoA dé&ydM,b~dnases, sont chez les Clostridia NAD' ddpendantes. 

Cén&ralemeni:, la formation de butyrote a partir du butyryl-CoA est 

couplde % l'activation dfac6tate en aicdtgl-CoA par met CoA transfdrase. 

- -4ie but%l-~o~ peut &alement &tre converti en .butyryL-P par une 

PhasphKitranfibU~lase (Valmtine et Wolfe 1960) puis en bmyrate par une 

butyrate kinase (Twamg et Wolfe 1962). 
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figure nQ15. Voie de synthase du butyratr! chez les Clas@fdla. 
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a@ -8naitrm nre pu etre dlaaiontfia e t  est produit 
. - - 

m i q u q n t  lu niveaq de l'aebtate ou de la butyrate kinase. Le2 bact&riea - - - - 
- - - - - 

syntraphes acét&nes - ( ~ y n  trophasonas no1 fei ) qui dalisent -une 8- - - .  

1 - 
- -6xydatioi des acides (p.as -3 plus de trois carbones. - utilisent 

I ~robableinent une vote ar&.tabolique similaire 21 celle de la formation du 

butymte chez les &lwtr fd fa .  la dhhydrogénation *du butyryl-CoA en 

,.R croi~nyl-co~ (EVo = -15 mV) couplt5e a la réduction de protons en 
. 
hydrogene (Ego = 

.b< , -420 mV) est cependant tres ddfavorable 
%*, ?Y. 

p,*.?",' ,.q; 
rnermoaynamiquement mgme si dlhydrog&ne est tres faible (pour 

une concentration en hydrogene de 0,i m, E1 = -200 mV). Thauer et Morris 

1984) suggérerent que l'oxydation endergonique du butyryl-CoA devait 

être couplée, pour être possible thermodynamiquement, 21 une consomnation 

dlATP par un mécanisme de translocation menbranaire de protons et 

d'électrons (figure n016). LrATP consommé et celui nécessaire 2 la 

croissance seraient produits au niveau de l'acétate kinase. 

3. METABOLISiYE DU PROPIOMAïE 

Deux voies dtaboliques permettent la synthese de pmpionate chez les 

bactéries pbpionîques. 

- Voie du succinate (figure nO1?) 
Chez les bactéries du genre Fropionibacteriura, la formation de 

propionate pase par L'intermédiaire de composés symétriques aquatre 

carbones (fumarate et succinate). Une transcwiboxylase contenant de la 

. biotine catalyse le transfert d'un COP entre le pyruvate et le 
-", :'v 

%- . - 

m4thy~lanyl-egA poita. .. fonar de lgo~alo&$tate et du propionyl-CoA. - 

L'oxaloacétate est réduit en maLate qui. est lui-mêate d4shydrati en 

fumarate. La réduction du funtarate en succinate est catalyde par un 



ATP *T: 
F i m e  no 16. M4canisme hypothçtiqw qui pwmettsait, chez S y n t m p h m a s  
wolfei, laoxydation erxiergotli~ug du butyryl-CoA g r h e  B un transfert 
trw-aaim dVÇolectrorrs mupl# 41 llhydrolym dlATP. 
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I ccnnplexe enzymatique +anaire . ci est couplCe la synthèse d'Am par 

I - &osphorylatian oxydatit,, t, sqxirhte est ectfv4 en nrccinyl-CoA =&ce 

- - 
uite i d r i s 4  en - - ~-~thy~maïonyl-co~ sous ltdctiwi d'une 

- .  - 

1 méthylmalonyl-CoA i&rase dorit l e  cofacteur est la vitamine B12. La 

"'""méthylmalonyl-COA mutase catalyse la conversion de la forare R du 

en le forme 

lonyl-CoA transe 

Ifobulbus propionicus (~t& el. al. 1984) utilise dnalemer -- 

succi te pour produire ou dégrader le propionate. Chez c te 

ctérie, le succinate n'est pas activé en succinyl-CoA par une 

oenzyme A transférase mais par une succinyl-CoA synthase ATP d4pendante. 

e même le propionate est produit à partir de propionyl-CoA par 

l'intermddiaire de propionyl-P sous l'action d'une phosphotranspropiony- 

T'une proplonate kinase. 

Koch et a2. (1983)  ont étudié la dégradation de i2-14C3 et de 

t3 -'&Cl propionate par un enrichissement méthanogène et ont observé, 

dans chaque cas, la formation d'acdtate uniformément marqub. Ceci suggere 

que la dégradation du propionate chez les bactéries syntropherj passe par 

1' interetédiaire d'un composé sywQtrique et ces bactclries $amraient donc 

utiliser la voie du succinate. 

- Voie de l'acrylate (figure n018) 

Clostridlm propionicum utilise une voie différente pour produire la 

propionate. Des suspensions de cellules concentrbs de cette bactbrie 

convertissent I '.acrylate en acétate et propionate- ~ C d o n  et B d e r  1946 ) - 

et il a été w é r 4  que la fermentation propionique du lactate passerait 

pair 1' intermédiaire du lactoyl-CaA, de l'acryloyl-CoA et du propionyl- 

Co4 (Doelle 1974). Le Imtoyl-CoA est produit & partir du lactate sus 
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Figure? ne18. Forsrartion du propianate par la voie de l'ac~ylette. 
1 lactate d 8 o ; h ~ ~ ,  2 Coenryme A transférase, 3 1-CoA 
d4shydratase. 4 acyl-CoA déshydrog6nase. 



l'action d'une CoA transférase et est déshydraté en acryloyl-CoA par une 

lactoyl-CoA déshydratase. La seule _ réaction de reduction est 

llhydr.ogénation de l'acryloyl-CoA -en propionyl-CoA et est catalysée par 

une acyl-GOA déshydrogénase NAD' indépendante. Pour l'instant, il n'a pas 

été possible de- démontrer si cette réaction était coÜplée ou non avec une 

synthèse d7ATP par phosphorylation oxydative. Cette voie est utilisée 

également par ffegasphaera e l sdeni i ,  par Bacterofdes rumico2a par la  

souche X4 qui fermente l'éthanol en propionate (chapitre nOVII). 
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UII. NUUERATION DES BACTERIES ACETOGENES DANS 

LES FERHENTEURS DE UETHANISATION 

1. INTRODUCTION 

Dans les digesteurs anaérobies traitant des effluents d'industries 

agroalimentaires de nature glucidique, les principaux métabolites 

intermédiaires sont le lactate, l'éthanol, le propionate et le butyrate. 

Notre premier travail a donc consisté en collaboration avec H . C .  

Dubourguier et J.P. Touzel à numérer et identifier les bactéries 

responsables de la dégradation de ces composés afin de répondre aux 

question suivantes: 

- quelles sont les bactéries O . H . P . A .  présentes dans la flore 

dominante de ce type dlécosyst&me anaérobie ? 

- les bacteries syntrophes que l'on trouve dans ces digesteurs sont- 

elles identiques aux quelques espèces décrites dans la littérature ? 

- les sulfatoréducteurs jouent-ils un rôle en tant que bactéries 

O.H.P.A. ? 

- les bactéries propioniques et butyriques utilisant le lactate et 

l'éthanol sont-elles compétitives par rapport aux bactéries acétogènes ? 



2. MATERIELS ET HETHODES 

Les numérations - ont été réalisées en milieu liquide par la technique 

du nombre le plus probable. - Les bactéries 0.H.P.A: sont en effet 

difficiles à cultiver en milieu solide et cette technique présente 

l'avantage de respecter les transferts interspécifiques d'hydrogène. Dans 

les digesteurs, les bactéries sont généralement associées en amas ou en 

granules et les prélèvements ont été tout d'abord homogénéisés par un 

ultra disperseur (Polytron) dans une chambre anaérobie où sont également 

effectuées les dilutions sérielles. Le milieu minéral de base a ét4 

utilisé pour toutes les numérations et a été supplément6 avec de 

l'extrait de levure (0,5 g/l) et de la trypticase (0,5 1 Les 

concentrations en éthanol, lactate, propionate et butyrate étaient de 20 

mM et pour chaque substrat trois tubes de chaque dilution ont été 

ensemencés. Pour la recherche des sulfatoréducteurs, la même procédure a 

été utilisée et les milieux ont été supplémentés avec du sulftate de 

sodium (20 mM). 

La quantification et l'identification présomptive des bactéries se 

font d'après l'analyse des produits de fermentation (acides gras volatils, 

méthane , sulfure) et l'examen microscopiq~ie. La flore totale a ét4 

estimée par comptage en épifluorescence au microscope après filtration 

sur support Nucléopore (0,22 Mm) et coloration à l'acrydine orange. 



3. RESULTATS ET DISCUÇSION 

Deux séries de nuMration à :six semaines d'intervalle ont été 

réalisées sur deux digesteurs anaérobies de conception technique 

différente. Le premier qui est un lit de boue (digesteur A ) ,  est un 
- 

pilote de laboratoire de 5 mJ alimenté avec des eaux résiduaires 

d'amidonneries. Le second (digesteur B) est une unité industrielle 

traitant des effluents de conserveries de iégumes et utilise le procédé 

"contact1' (réacteur infiniment mélangé). Les concentrations en matières 

volatiles en suspension dans les digesteurs A et B sont respectivement de 

Grâce à l'utilisation de mileux sélectifs par leurs sources de 

carbone et d'énergie et, par leurs accepteurs d'électrons, nous avons pu 

numérer : 

- les bactéries syntrophes dégradant le propionate, le butyrate 

et l'éthanol ; 

- les sulfatoréducteurs utilisant le propionate, le butyrate, le 

lactate et l'éthanol; 

- les bactéries productrices de propionate ou de butyrate 

fermentant le lactate et l'éthanol; 

- les méthanogènes hydrogénophiles et acétoclastes; 

Les résultats présentés dans le tableau XII1 permettent de tirer les 

conclusions suivantes. 

a) Le niveau des bactéries sulfatoréductrices sur éthanol, 

propionate et butyrate est très largement inférieur à celui des 

syntrophes. 

b) Les sulfatoréducteurs jouent un rôle important dans la dégradation 

du lactate. Leur concentration est en effet du même ordre que celle des 



Tableau XIII. Numérations dans deux digesteurs anaérobies des groupes trophiques 
- impliqués dans la dégradation du lactate, de l'éthanol du propionate 
et du butyrate. 

-. concentrat ion1 
substrat produits de ---- - ---- ---- 

f emen2at ion digesteur A digesteur B 

1. numération en absence de sulfate 

lactate acétate + propionate 
mélange dTAGV ( C2 à Cd) 

éthanol acétate + propionate 
acétate + méthane 

propionate acétate + butyrate + méthane 

butyrate acétate + méthane 

H=/C02 méthane 

acétate méthane 

2. numération en présence de sulfate 

lactate acétate + sulfure 

éthanol acétate + sulfure 
acétate + méthane 

propionate acétate + sulfure 
acétate + butyrate + méthane 

butyrate acétate + sulfure 
acétate + méthane 

' Les valeurs représentent la moyenne entre les résultats de deux numérations 
realisées à six semaines d'intervalle. 



autres o.rganismes utilisant le lactate et ils interviennent probablement 

comme bactéries O.H.P.A. 

c) Les fermentations propioniques et butyriques de- l'éthanol 

n'ont qu' une importance secondaire dans la dégradation de 1 '-éthanol 
- 

qui est principalement dégradé par des bactéries O.H.P.A. non 

sulfatoréductrices. 

d) Le -métabolisme du propionate apparaît plus complexe qu'une simple 

et directe oxydation en acétate et CO1. Dans les plus fortes dilutions 

dégradant le propionate, on observe en effet la formation du butyrate en 

quantité significative. Ceci confirme les observations de Moletta et al. 

(1985) qui montraient une accumulation transitoire de butyrate dans des 

cinétiques de dégradation du propionate par des boues de digesteurs. 

e) on observe une fermentation propionique du lactate à des 

niveaux élevés < I O 6  à IO8). L'examen microscopique des plus fortes 

dilutions révèle la présence de bactéries du genre Propionibacterium. 

Dans les dilutions plus faibles (IO6 à IO7), le lactate est décomposé en 

un mélange d'acide gras volatils ayant entre 2 et 6 atomes de carbone. 

Cette fermentation est caractéristique de flegasphaera elsdenii qui serait 

donc sous dominante par rapport aux Fropionihacteria. 

f) La concentration des bactéries méthanogènes est légèrement 

supérieure à celle des syntrophes. Les examens microscopiques indiquent 

que les bactéries hydrogénophiles dominantes sont morphologiquement 

semblables 2 flethanospirillum hungatei et à flethanobrevibacter AZ,  et que 

la principale méthanogène acétoclaste est flethanothrix soehngenii. 



- 

U I I 1 . -  I S O L E H E N T  E T  C f i R f i C T E R I S C I T I O N  D a U N E  B h C T E R I E  

R E A L I S f i N T  U N E  F E R H E N T A T I O N  P R O P I O N I Q U E  DE L a E T H 6 N O L .  

1. ISOLEMENT ET CARACTERISATION PARTIELLE 

Les résultats des numérations indiquent que les bactéries dégradant 

l'éthanol en acétate et propionate sont présentes dans les digesteurs à 

des concentrations 100 fois inférieures à celles des bactéries 0.H.P.A et 

1 qu'elles ne sont apparemment donc pas compétitives avec ces dernières 

1 dans les écosystèmes où la concentration en éthanol est limitante. 

1 Cependant, le fait que des bactéries propioniques se soient développées 

1 dans les faibles dilutions démontre que ces organismes peuvent jouer un 

1 rôle important quand la concentration en subitrat est élevée. 

l Lorsque nous avons mis en évidence pour la première fois une 

conversion de l'éthanol en propionate (Samain 1980), ce type de 

fermentation n'avait jamais été décrit et nous présentons ici l'isolement 

et la caractérisation partielle d'une bactérie anaérobie propionique 

dégradant l'éthanol et le propanol. 
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1. INTRODUCTION 

During mesophilic methanogenesis of sugars, 
lactate and ethanol are commonly found as inter- 
mediates produced by hydrolytic and fermentative 
bactena [Il. Under anaerobiosis, various bacterial 
species utilize ethanol as sole energy source for 
their growth concurrently with volatile fatty acid 
production. According to this production, several 
patterns of fermentation were distinguished in- 
cluding (a) the production of butyric, valeric and 
caproic acids which is characteristic of Clostridium 
kluyveri. This micro-organism utilizes ethanol and 
condenses it with short volatile fatty acids (C, to 
C,) into acids with two more carbons [2]; (b) the 
ethanol oxidation to acetate with concurrent re- 
duction of CO, to methane which was first de- 
scribed by Barker [3]. The responsible micro- 
organism, Methanobacillus omelianskii, has later 
been shown to be a syntrophic association of two 
strains [4]: the 'S organism' which oxidizes ethanol 
to acetate and reduces protons to H,, and a H,- 
y tilizing methanogenic bacterium Methano- 
bacterium strain MoH, i.e. Methanobacterium 
bryantii Growth of the acetogenic bacterium was 
inhibited by low partial pressure of hydrogen and 
occurred only when an H, utilizer was present. In 
low sulfate media, hydrogenase-forming strains o t  

DesulfOoibrio or Desulfotomaculum performed the 
same type of syntrophic association with 
methanogens [5]. In this report, we provide the 
first documentation for the fermentation of ethanol 
into propionate and acetate and show that the 
responsible anaerobe requires a growth factor pro- 
duced by a H,-oxidizing species. These findings 
were presented in preliminary form at the 2nd 
International Symposium on Anaerobic Digestion 
(poster session, Travemunde, Germany, Sept. 81). 

2. MATERIAL AND METHODS 

Inoculum was a bench s a l e  anaerobic digester 
adapted to vegetable canning wastewaters [6]. In 
al1 experiments, incubation temperature was 35OC. 
Kinetics were performed on a gyro-rotary shaker 
(New Bmnswick). The anaerobic technique of 
Hungate modified by Miller and Wollin [7] was 
used. CBBM was the basal medium [8] but the 
concentration of KHCO, was modified to obtain 
pH 7.3 under either N,CO, (85: 15, v/v) or CO, 
(100%). For isolation and characterization, CBBM 
was supplemented either with 0.05% (w/v) yeast 
extract (BCY medium) or with 0.05% yeast extract 
and 5% rumen fluid (BCR medium). All energy 
sources were sterilized separately and added 
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aseptically to BCY or BCR. Antibiotics were steri- 
lized separately by filtration through a 0.22 p m  
membrane filter (Millipore) and added to the 
medium at the following final concentrations: 
Ampicillin (100 mg/l), neomycin (50 mg/l), 
vancomycin (100 mg/l), bacitracin (30 mg/l), D- 
cycloserine (10 mg/i). Al1 cultures were performed 
in 23-ml serum bottles sealed with butyl stoppers 
and aluminium caps. 

Gas, alcohols and volatile acids were routinely 
determined by gas chromatography, and lactate, 
succinate, formate by high-pressure liquid chro- 
matography. To determine CO2 consumption, 
sealed cultures were alkalinized by injection (5%, 
v/v) of 10 N NaOH. Samples were analyzed in an 
infrared analyzer (Horiba-Pir 2000, Oceanography 
International Co.). Growth was determined by 
measuring the increase of absorbance at 580 nm. 
The anaerobic culture tubes were directly inserted 
in the ce11 holder of a Jean and Constant Spectro- 
photometer (Prolabo, Paris). The purity of the 
isolated strains was checked with a Nachet photo- 
microscope with Nomarsky optics. 

3. RESULTS 

3.1. Enrichment and isolation 

Three different enrichments (7 days) were made 
from the same anaerobic digester and were trans- 
ferred every week. The fermentation patterns ob- 
served were dependent on the cultural conditions 
(Table 1). The highest concentrations of ethanol 
and yeast extract resulted in a Clostridium 

kluyoeri-type fermentation (ME,). However, at low 
ethanol and yeast extract levels, quite different 
fermentations were observed. A propionate-acetate 
fermentation (ME,) was obtained with low inoc- 
ulum size and CO2; whereas, with a large inoc- 
ulum and N2C02, methane and acetate were the 
end products (ME,). 

The propionate enrichment was maintained by 
weekly transfer on the same medium. However, 
without yeast extract in the medium or after heat 
shock for 10 min at 80°C, both growth and meta- 
bolic activity were stopped. 

Serial dilutions from the ME, enrichment were 
inoculated into roll tubes. On BCY medium and 
BCY medium with ethanol, white irregular col- 
onies were observed at the IO-' dilution. Yellow- 
ish regular colonies were observed at the 
dilution only on BCY medium with ethanol. They 
grew among a lawn of the bacteria found at 10-'. 
Purification of the predominant colonies resulted 
in a pure strain X-8. This strain did not utilize 
ethanol on BCY medium but grew on yeast ex- 
tract. We attempted to purify the yellowish regular 
colonies (strain X-4). On BCY medium with 
ethanol these colonies were found either on a 
preincubated lawn of strain X-8 or as small con- 
taminating colonies that surrounded strain X-8 
(Fig. 1). In this case, the size of X-4 colonies 
decreased concurrently with their distance to X-8 
colonies. The isolation of pure strain X-4 was also 
achieved on BCR medium where the strain grew 
well alone. These facts clearly indicated that strain 
X-4 required a growth factor produced by the 
strain X-8 or which was present in the rumen 

Table 1 

Fermentation patterns of 3 ethanol enrichments obtained from an anaerobic digester (incubation time: 7 days) 

Enrichment Cultural conditions Fermentation 
No. end products 

Ethanol Yeast Gas Inoculum 
(mM) extract phase % 

(g/U 

ME, 100 1 N2 /CO2 2 trutyrate + caproate 
ME2 30 0.2 N2 /Co2 20 acetate+CH, 
ME, - 30 0.2 C o ,  2 - acetate + propionate 



Fig. 1 .  Small colonies of strain X-4 appear surrounding a colony of strain X-8 on BCY medium+ethanol in roll tubes (IO-day-old 
culture). Scale line=2 mm. 

fluid. In contrast to X-8, strain X-4 ferrnented 
.ethano1 to acetate and propionate. 

3.2. Ce11 morphology and growth properties 

The two strains X-4 and X-8 were morphologi- 
cally similar: they stained Gram-negative and were 
asporogenous, obligate anaerobic rods. The X-4 
rods appeared singly or in short chains. The aver- 
age size of individual cells was 0.6 X 1.4 prn 

(Fig. 2). Motility was not observed in wet rnounts. 
The X-8 rods appeared singly or in pairs (0.8 X 3 
prn, Fig. 3) and they were motile. Strain X-4 was 
resistant to ampicillin, neomycin, D-cycloserine. 
and sensitive to vancornycin and bacitracin: 
whereas strain X-8 was only resistant to ampicillin 
and D-cycloserine. None of the two strains fer- 
rnented lactate, furnarate, rnethanol or butanol. 
Strain X-8 ferrnented either glucose, pyruvate or 
H2-CO, and acetate was the only end product 

Fig. 2. Morphology of strain X-4 (Nomarsky optics). Scale the= 10 Pm. 



Fig. 3. Morphology of strain X-8 (Nomarsky optics). Scale line=lO l m .  

detected in al1 cases. In addition to ethanol, strain lic reaction stoichiometries were obse~ed .  
X-4 grew in pyruvate, x~lose and  ta^^ 15.5 propanol + 8.3 acetate + 8.3 CO, 
mixture (Table 2). Acetate and propionate were 
the only end products detected. Kinetic study -. 22 propionate 

showed that the consumption of ethanol and CO, 28.8 ethano1 + 15 CO2 -+ 1 1.5 acetate 
was directly correlated to synthesis of acetate and + 16 propionate 
propionate. Propanol was utilized concurrently 
with a consumption of acetate. At the end of Growth factor requirement of strain X-4 was 
fermentation time courses, the following catabo- demonstrated by growth kinetics (Fig. 4). On BCY 

Table 2 

Fermentation substrates for strains X-4 and X-8 incubated during 4 days 

Substrates Fermentation parameters 
(mM) 

Strain X-4 Strain X-8 

Growth Products (mM) Growth Products (mM) 

(AA580) (AA580) Acetate 
Acetate Propionate 

Glucose ( 16) O - 
Xylose (20) 0.20 11.0 
H, -CO, " O - 
Pyruvate (50) 0.29 34.8 
Ethanol (30) 0.21 11.5 
Propanol (30) 0.07 O 
Propanol (30) 
+Acetate (30) 

l 
" 80 : 20 (v/v) mixture under 2 atm. 



O 
O 
n. 

h 

O 
0 - 
O 
.-4 

O I - - - -0 
X -fi: O 

O 
CO- 

I 
'P 

Q 7- 
V 

O + - / - O - - - -  

O 

100 
TIME (hout-3 

Fig. 4. Growth kinetics of strain X-4 grown alone or in associ- 
ation with strain X-8. 0.-.-.0, X-4 in BCY medium+ 
ethanol; 0- - - - - -0, X-4 in BCR medium + ethanol; 
A- A, X-4 and X-8 in BCY medium + ethanol; 
V- V. X-4 in a 3-day-old culture of X-8 in BCY medium 
+ ethanol. 

medium + ethanol, the growth of X-4 alone was 
very weak. When X-4 and X-8 were inoculated 
simultaneously, a two-phase growth was observed. 
Comparison with the initial absorbance of the 
pre-incubated X-8 on BCY medium + ethanol sug- 
gests that the first step is due to the strain X-8 
growing during 45 h, the second to strain X-4 
growing from the 65th hour. Thus, the strain pro- 
vided a growth factor required by strain X-4. This 
growth factor was also provided by rumen fluid 
because strain X-4 grew well on BCR medium + 
ethanol. The doubling time was 5.7 h. Increasing 
the concentration of rumen fluid (10, 20, 40 or 
100%) did not increase maximal observed growth 
rate. 

4. DISCUSSION 

Propionic fermentation of ethanol and pro- 
panol- have never been previousty -described al- 
though the standard free-energy changes could 

- 

support bacterial growth [9]: 

3 CH3CH20H + 2 HC03 -, CH3COO- 

+ 2 CH3CH2COO- + 3 H 2 0  + H+ 

AGo = - 29.62 kcal 

2 CH,CH2CH20H + 2 CH3COO- +2 HC03  

-. 5 CH3CH2COO- + 3 H 2 0  + H+ 

AGo = - 27.9 kcal 

Ethanol and propanol are o x i d i i  to acetate 
(AG; = + 2.3 kcal) and propionate (AG; = + 2.87 
kcal), respectively. The electrons generated are then 
utilized for the carboxylation and the reduction of 
acetate into propionate. The existence of this un- 
known pathway is confirmed by experimental CO2 
and acetate consumption during propanol conver- 
sion. The AG; (- 18.26 kcal) could theoretically 
support an ATP synthesis. In propionic acid 
bacteria, the ATP synthesis via electron transfer 
phosphorylation has been demonstrated in the 
succinate pathway and postulated in the acrylate 
pathway [9]. Ethanol oxidation to acetate is an 
endergonic reaction. However, in Closrridiurtl 
kluyoeri this reaction which produces ATP is pos- 
sible because it is coupled with an exergonic 
synthesis of butyrate [IO]. Such mechanisms could 
be involved in the newly isolated propionic acid 
bacterium. 

The reality of a nutrient or metabolic interac- 
tion between strains X-4 and X-8 was demon- 
strated by enrichments and first attempts of isola- 
tion on a medium without rumen fluid. As \vs 
were only able to isolate strain X-4 on a medium 
supplemented with rumen fluid, a nutrient regula- 
tion must be involved. Direct isolations on such a 
medium should have masked this interaction. Man! 
anaerobic bacteria isolated from anaerobic ecosys- 
tems (digesters, rumen) require various known [ I l ]  
or unknown [12] growth factors. Strain X-4 is a 
particular example where the unknown growth 
factor is supplied by another bacterium i.e. strain 
X-8 in their natural ecosystem. Further studies are 
underway for the identification of this growth 
factor. 

The two strains have different metabolic pat- 
terns, such as energy sources and fermentation 
products. Strain X-8 is a Gram-negative, asporogr- 





2. CARACTERISATION COMPLEMENTAIRE DE LA SOUCHE L: ETUDE HETABOLIQUE ET 
- - 

- 

TAXONOMIQUE - 

- 

I Schink (1984) isola, à partir d'un enrichissement sur 2,3-butanediol, 

une nouvelle espèce de Pelobacter, P. propionicus, qui réalise le même 

I type de fermentation propionique de l'éthanol que la souche X,. Ces deux 

bactéries présentent cependant de nombreuses différences morphologiques 

et nutritionnelles et avec J.F. Touzel nous avons caractérisé plus en 

détail la souche X, afin de préciser sa position taxonomique par rapport 

1 à P. propionicus et aux autres bactéries propioniques. 

1 Les substrats utilisés par la souche X4, P. propionicus et 

Clostridium propionicum sont comparés dans le tableau XIV. La souche X4 

dégrade après 3 ou 4 jours d'adaptation le glucose. Elle fermente comme C. 

propionicum certains acides aminés mais n'utilise pas, contrairement à F. 

propionicus, l'acétoïne et le 2,3-butanediol. Sur glucose les cellules de 

la souche X4 forment en fin de croissance des spores sphériques 

terminales. En microscopie électronique, l'examen de coupes ultra-fines a 

permis de confirmer l'existence de spores et l'observation de colorations 

négatives a montré la présence sur certaines cellules d'un flagelle 

inséré latéralement. 

Des suspensions concentrées de cellules de la souche X4 catalysent la 

dismutation de l'acrylate en acétate et propionate (figure n019) et les 

extraits cellulaires contiennent une L-lactate déshydrogénase. Ces deux 

résultats suggèrent que cette bactérie utilise, comme C. propionicum, la 

voie de l'acrylate pour la synthèse du propionate. 

En tant que bactérie anaérobie stricte sporulée et non 

sulfatoréductrice, la souche X, appartient au genre Clostridium. De par 

son métabolisme et de par les substrats qu'elle utilise, elle s'apparente 



- - 

beaucoup à C. propionicum. Nous avons de plus montré que cette dernière 
- - 

baczérie fermente l'éthanol. Ces deux organismes se différencient 

cependant par leurs morphologies et par l'utilisation du grueose, du- 

l xylose et du D-lactate. Les teneurs en G+C de l'ADN des deux souches sont 

l significativement différent et le pourcentage d'homologie ADN/ADN n'est 

que de 18 X (J.P. Touzel corrimunication personnelle). Nous proposons la 

I création d 'une nouvel le espèce de Cl as tridium, C. neopropionicum, dont X, 

serait la souche type (DSM n03847). 



Tableau XIV. Comparaison de la souche X4 avec Pelobawr propionicus et- 
Clostridium propiontcum: 

Souche X, C.propionicum P. propionicus 
(DSM n03847) (DSM n01882) (DSM n02379) 

morphologie 
mobilité 
spore 
gram 
X de G+C 

substrats 
glucose 
xylose 
éthanol 
propanol 
8-alanine 
thréonine 
cystéine 
alanine 
serine 
acétoïne 
2,3-butanediol 
L-lactate 
D-lactate 
pyruvat e 
acrylate 



4 6 

TEMPS (heures) 

Figure no 19. Cinétique de dégradation de l 'acrylate par une suspension 
concentrée de cel lules de la souche X, ( 125 mg de protéine par l i t r e ) .  
( v  ) acrylate, ( O ) acetate, ( X ) propioriate. 



IX. BACTERIES ACETOGENES PRODUCTRICES OBLIGEES 
- 

_DaHYDROGENE DEGRADCINT Lai5THANOL 

1. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES BACTERIES DOMINANTES DANS LES 

DIGESTEURS 

La flore dominante responsable de la dégradation de l'éthanol dans 

les deux digesteurs étudiés aux chapitre VI1 est constituée de bactéries 

acétogènes productrices obligées d'hydrogène. A partir d'enrichissements 

méthanogènes sur éthanol, nous avions isolé des souches de Desulfovibrio 

dégradant, en association avec une méthanogène, ce composé en acétate et 

méthane (chapitre VIII). Les numérations sur éthanol en présence de 

sulfate indiquent cependant que les bactéries sulfatoréductriceç ne sont 

pas les organismes O . H . P . A .  dominant dans les fermenteurs de 

m6thanisation. La technique d'enrichissement peut donc conduire à la 

sélection de bactéries non représentatives de la flore dominante. A 

partir des plus fortes dilutions des numérations, nous avons isolé en 

coculture avec Methanobrevibacter AZ deux souches O . H . P . A .  qui sont par 

contre représentatives de la population responsable de la dégradation de 

l'éthanol. 

Dans ce chapitre nous avons caractérisé avec H . C  Dubourguier ces deux 

souches d'un point de vue morphologique, physiologique et cinétique, et 

les avons identifiées à Pelobacter carhinolicus. 
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isolated from anaerobic digesters 
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Abstrac! In anaerobic industrial digesters treating 
wastewaters from food industry, the sludges showed high 
capacities to degrade ethanol. The main syntrophic ethanol- 
degrading organisms were characterized as Pelobacter 
carbinolicus. During acetoin degradation, butanediol 
isomers were shown to be transiently produced. In coculture 
with Methanobrevibacter arboriphilus, the strains oxidized 
not only primary monoalcohols but also 1,2- and 1J-diols. 
Ecological importance as well as metabolic pathways of di01 
degradation are discussed. 

Key words: Pelobacter carbinolicus - Di01 catabolism - 
Anaerobic digestion - Acetogenesis - Syntrophy 

Enumerations of methanogens and ethanol oxidizers were 
carried out by the three tube most probable number method 
(MPN) with the following substrates: H2/C02, acetate, 
ethanol and lactate with and without sulfate. Total fiora was 
estimated by the acridine organe method (Hobbie et al. 
1977). 

Growth was followed in 20ml anaerobic tubes at 
640 nm. Al1 tests for characterization in liquid medium were 
carried out at least in duplicates. 

Purity of the strains was routinely checked microscopi- 
cally and also by growth tests in anaerobic Brain Heart 
Infusion Broth (Difco) or CBBM medium supplemented 
with glucose (5 g . lm').  

Kinetic studies on intermediary metabolism of methano- 
genesis so far only took into account either the substrate 
behaviour (cellulose) or acidic intermediates such as pro- 
pionate, butyrate or acetate since these are often considered 
as the limiting steps of anaerobic digestion (Kaspar and 
Wuhrmann 1978a; Mackie and Bryant 1981; Cohen et al. 
1982). However, also ethanol degradation was reported in 
digesting sludge (Kaspar and Wuhrmann 1978b) and the 
various ethanol degradation pathways on anaerobic en- 
vironment have been recently reviewed (Schink et al. 1985). 
This paper reports on ethanol degradation by anaerobic 
sludges from digesters treating easily fermentable 
carbohydrates and on the characterization of the main 
ethanol oxidizing species, namely Pelobacter carbinolicus. 

Materials and methods 

Strains 

The strains RE 1 et BE 4 were isolated during this work from 
an upflow sludge bed digester and an industrial anaerobic 
contact digester, respectively. Methanobrevibacter arbori- 
philus AZ (DSM 744) was purchased from the German 
collection. Pelobacter carbinolicus strain GraBdl was a gift 
from Dr. B. Schink. 

_Media and grair-tii corlditiotis 

Modified CBBM medium and al1 cultivation procedures 
were essentially the same as described earfier (Samain et al. 
1984), except that the media were reduced only with cysteine. 

Q/fprint request ro: H .  C .  Dubourguier 

Analytical nzetlzods 

Sulfide formation from sulfate was checked by adding 1 ml 
of a FeC13 (1M) solution to 1 ml of culture. Alcohols, 
volatile fatty acids and gases were assayed by gas 
chromatography as previously described (Touzel et al. 1985). 
Acetate, acetoine and the meso- and DL-butanediol isomers 
were analysed on the same gas chromatograph but with 
a column teinperature of 120°C, and identified by mass 
spectrometry. Crotonic acid and P-hydroxybutyric acid were 
routinely analysed by higli pressure liquid chromatography 
under previously described conditions (Le Ruyet et al. 1984). 
Their elution volumes were 22.8 ml and 6.6 ml, respectively. 
The identification of /3-hydroxybutyric acid was confirmed 
by UV spectroscopy after purification and sulfuric acid 
dehydratation (Mc Inerney et al. 1981). Pure P-hydroxy- 
butyric acid and crotonic acid were used as controls. 

The DNA base composition was determined by the 
thermal denaturation method according to de Ley (1970) 
after extraction by a standard procedure (Marmur 1961). 
Electron microscopy was performed after fixation and 
staining of fresh cells as previously descnbed (Samain et al. 
1984). 

All clteiiiicals were reagent grade and purchased from 
Jansen, Fluka and Sigma. 

Results 

A 5 m3-upflow sludge bed reactor (UASB) and a 5000 m3- 
anaerobic contact (AC) digester were treating waste waters 
from corn starch industry and vegetable canning industry, 
respectively. These waste waters contained mainly easily 
ferillentable carbohydrates, lactate and only minor amounts 
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'Qble 1. Numeration of bacterial trophic groups involved in ethanol 
and lactate degradation in anaerobic digestors 

Substrate Bactenal counts Type of 
(Gable eells per ml) - fermen- 

tation' 
Upflow Anaerobic - sludge bed contact digestor 
reactor 

Glucose 1.1 x log 2.0 x IO8 P 
n. O. 2.3 x 10' HL 

Lactate 3.0 x IO9 4.0 x 107 P 
Ethanol 2.0 x log 2.3 x 10' AM 

2.0 x 107 los P 
Lactate + SOa 1.1 lo9 2.0 x 108 ASR 

Ethanol + S04 2.0 x 10' 2.3 x 10' ASR 

Acetate 2.5 x IO9 4.0 x IO6 M 

Hz/COz 2.5 x IO9 4.0 107 M 
-- 

Al1 substrates were added at 24 mM concentration. Sulfate concen- 
tration was 15 mM. Incubations were done at 3S°C during 10 weeks 
' P = propionic; HL = homolactic; AM = - acetic with 

methanogenesis; ASR = acetic with sulfate reduction; M = 
methanogenic; n.0. = not obsewed 

Fig. 1. Kinetics of ethanol degradation by two sludges from a an 
upflow anaerobic sludge bed reactor b an anaerobic contact digester. 
Experiments were done at 3S°C in anaerobic flasks containing 10 ml 
of sludge under nitrogen. Ethanol degradation in the liquid phase 
was followed by gas chromatography at times indicated 

of sulfate, i.e. less than 1 mM. The volatile suspended solids 
(VSS) contents, determined by standard methods, were 
60 g 1-'  and 7 g 1-', respectively. After sampling under 
nitrogen, 10 ml of sludge were placed into anaerobic flasks. 
Ethanol was added to a final concentration of 5 to 
6 mm01 . 1-'. Experiments were performed in duplicates. 
Surprisingly, the two different sludges showed an immediate 
and rapid ethanol consumption (Fig. 1) without any fatty 
acid accumulation. The ethanol degradation rates were 
0.60 mm01 . 1-' - h-' and 7.32 mm01 - 1-' - h-', respec- 
tively, for the AC digester and the UASB reactor. Specific 
activities were 85 and 122 mol . g-'  VSS - h-', respectively, 
which represented 20 - 30% of acetate degradation rates 
(results not shown). 

Enun~erations of ethanol- and lactate-degrading organisins 

In the sludge bed reactor, 10" bacterial cells per ml were 
counted by the acridine orange method (Table 1). The pre- 
vailing acetoclastic methanogen was a long filamentous non- 
fluorescent rod similar to Methanothrix sp. Although they 
were not growing in MPN tubes, Methanosarcina cells were 
observed by microscopic examination. The major hydrogen- 
oxidizing organism was a long, motile f l~ore~cent  rod similar 
to Metllanospirillum hungatei. In low-sulfate enumeration 
tubes, 2.0 x IO9 cells per ml performing acetogenesis from 
ethanol were counted. In the last positive tubes, the 
fermentation products were only methane and carbon 
dioxide after 10 weeks of incubation. The prevalent 

organisms were short fat rods besides Methanothrix-like 
filaments and Methanospirillum sp. Propionate-producing 
organisms were detected up to the IO7 dilution. In high- 
sulfate media, similar results were obtained except that 
2.0 x IO7 ethanol utilizing sulfate reducers per ml were 
counted. The sole fermentation products were sulfide and 
acetate thus demonstrating complete inhibition of 
methanogenesis and propionate production. In low-sulfate 
media, Propionibacteriaceae were identified as the main 
lactate degraders by their morphology and their fermenta- 
tion patterns. In contrast, in high-sulfate media, Desugo- 
vibrio sp. were counted in the last positive tubes and acetate 
was the sole product. Glucose was fermented to acetate and 
propionate by Propionibacteriaceae. 

Al1 these trophic groups were also present in the AC 
digester. However, total numbers were ten to a hundredfold 
lower and the prevailing hydrogen-oxidizing methanogen 
was a straight, short, nonmotile fluorescing rod similar to 
Methanobacterium formicicum. Glucose was fermented to 
lactate by fat rods without production of ethanol or 
hydrogen. Thus, these rods were probably homofermen- 
tative Lactobacilli. Besides lactate, minor amounts of acetate 
and propionate were observed in the same dilution tubes 
together with irregular short rods resembling Pro- 
pionibacteriaceae. These last organisms were dominant in 
the last positive tubes on lactate. 

Purification of the ethanol-degrading acetogens 

Purification of the ethanol-degrading hydrogen-producing 
organisms was achieved from the last positive tubes by re- 
peated serial dilutions in ethanol deep agar inoculated with 
Metltanobrevibacter strain AZ. Under these conditions, 
lense-shaped yellowish colonies surrounded by small colon- 
ies of Mefhanobrevibacter developed within 2 weeks. These 
CO-cultures did not grow in Brain Heart Infusion Broth. 
Pure strains RE1 and BE4 were isolated from these co- 



Fig. 2. a Phase wntrast micrograph of strain RE1 growing on 
acetoin Bar equals 5 pM. b Electron micrographs of negatively 
stained cells of strain REI. b Bar equais 0.5 pm. c Bar equais 0.1 pm 

cultures by further serial dilutions in deep agar with acetoin 
as sole substrate. 

Ce11 characteristics 

Cells of strains RE1 and BE4 were almost identical, i.e. 
short rods often in pairs (Fig. 2a) staining Gram negative. 
A weak motility was occasionally observed in young 
cultures. It was lost early and could not be reproduced 
reliably. Negatively stained young cells showed a single polar 
flagellum (Fig. 2 b). In addition, the S-layer was made of a 
regular hexagonal arrangement with a center to center 
spacing of 22 nm (Fig. 2c). Ultrathin sections showed that 
both the multilayered ce11 wall (Fig. 3a) and ce11 division 
(Fig. 3 b -d) were typical of Gram-negative bacteria. Spore 
formation was never detected. The guanine plus cytosine 
contents of the DNA of strains RE1 and BE4 were 53.6 and 
53.2 + 0.6%, respectively. 

Growth characteristics 

Although they were strict anaerobes, strains RE1 and BE4 
were not extremely oxygen-sensitive. Shaking o"f serial 
dilutions of a 2 days old culture during 3 h in aerobic CBBM 
media did not hinder further growth under standard 
conditions. The pH range of growth of the two strains was 
6.3 to 7.6 with an optimum at pH 7.0. Growth occurred 
between 20°C and 37°C with an optimum at 35OC. B vit- 
amins were required for growth. Ammonium salts were the 
sole nitrogen source. In addition, yeast extract (DIFCO) or 
rumen fluid (5%,  w/v) enhanced growth whereas amino 
acids (vitamin-free Casamino acid DIFCO) did not. 

In pure culture, stram RE1 disproportionated acetoin 
and ethylene glycol to acetate and ethanol (Table 2). A weak 
but significant growth was also observed on 2,3-butanediol 
and l,2-propanediol. Strain BE4 used neither ethylene glycol 
nor l,2-propanediol. During growth with acetoin, ethanol 
was not the only reduced end-product (Fig. 4). In our 

Fig. 3a-d. Electron micrographs of thin sections of strain RE1. 
a Bar equals 0.1 Pm. b-d Bar equals 0.2 prn 

Fig. 4. Kinetics of acetoin degradation by strain REl. (O) Acetoin: 
(0) rneso-2,3-butanediol; (m)  optically active 2,3-butanediol; ( A )  
ethanol; (0) acetate 

chromatographic conditions, two peaks of transient metab- 
olites were found in the culture medium. GC-MS showed 
that both compounds were 2,3-butanediols. According to 
Manius et al. (1971), the major intermediary product was 
identified as the optically active forms of 2,3-butanediol, the 



minor one being the meso-isomer. In addition, traces of 
- 2-butoxyethanol, i.e. ethyl&e glycol monobutyl ether, were 
- evidenceû by GC-MS. 

In coculture with Methanobrevibacter arboriphilus AZ, 
growth of both strains was al& supported by a number of 
alcohob (Table 2). Primary alcohols up to pentanol were 

- -0xidized to the corresponding volatile fatty acids. But on 
pentanol and isopentanol, growth and production of acid 
were weak. Secondary alcohols neither supported growth 
nor were oxidized. 

Some diols were oxidized by the cocultures but the final 
products depended on the position of the secondary alcohol 
group (Table 3). 1,3-propanediol and 2,3-butanediol led 

. only to acetate whereas the main products of 1,2-pro- 
panediol and 1,3-butanediol fermentation were propionate 
and p-hydroxybutyrate, respectively. Trace amounts of 
crotonic acid were also observed during degradation of 
1,Zbutanediol. Further comparison of our strains with 
Pelobacter carbinolicus GraBdl showed that the later was 
similarly able to oxidize al1 these diols in coculture with 
Methanobrevibacter AZ. 

Table 2. Substrates tested for growth of ethanoldegrading strains 
RE1 and BE4 

Substrates (20 mM) Strain RE1 Strain BE4 

Alone + AZ Alone + AZ 

Ethanol O 0.330 O 0.270 
Propanol 1 O 0.230 O 0.190 
Butanol 1 O 0.140 O 0.100 
Isobutanol O 0.205 O O. 150 
Pentanol O 0.050 O 0.080 
Isopentanol O 0.070 O 0.080 
Propanediol 1 -2" 0.06 0.164 O O 
Propanediol 1 - 3 " O 0.520 O 0.460 
Butanediol 1 - 3" O 0.155 O 0.190 
Butanediol 2 - 3" 0.06 0.490 0.040 0.550 
Acetoin 0.200 0.520 0.190 0.420 
Ethylene glycol 0.150 0.390 O O 

Growth is indicated as O. D. (640 nm) in 20 ml anaerobic tubes 
'In presence of 5 rnM acetate 
Substrates not utilized: Methanol, propanol 2, butanol 2, 
butanediol 1-2, butanediol 1-4, polyethylene glywls. Hl/C02 + 
acetate, formate, acetate, propionate, butyrate, pyruvate, succinate, 
lactate, furnarate, malate, glucose, fructose, xylose, amino acids, 
peptone, yeast extract. Urea, gelatine or esculin not hydrolysed. 
No catalase activity. Sulfate, thiosulfate, sulfite or nitrate are not 
reduced 

Table 3 
End-products of alcohol fermentations 
by strain RE1 in pure and mixed 
cultures with Me~ltunobrevibacter AZ 

Experirnents were performed in 20 ml 
tubes, at least in duplicates. All sub- 
strates were added at 20 mM concentra- 
tion. Tubes were incubated at 35°C 
during 3 days. Results are expressed as 
mm01 per 100 mmol substrate 
degraded 

Discussion 

The sludges from the two investigated plants showed a high 
capacity to degrade ethanol, specific activities k i n g  simiiar 
to that obseyed by Kaspar and Wuhrman (1978b) in sewage 
sludge. Nevertheless, these activities are at least one third 
of the acetate catabolizing ones (rësults not shown).-Both 
digesters showed similar bacterial equilibria: the differences 
in ce11 counts could be explained by the design of the pro- 
cesses since UASB reactors are more efficient than anaerobic 
contact processes for bacterial biomass retention (Pette and 
Versprille 1982; Lettinga et al. 1982). In addition, sludges 
from the vegetable cannery contained signifiant amounts 
of poorly biodegradable organic matter (1 -2 g - 1-'). 

In iow-sulfate waste waters, sulfate reducing bacteria 
could be involved in ethanol or lactate degradation by in- 
terspecies transfer of hydrogen (Bryant et al. 1977). In the 
present work, this is only true for lactate-utilizing Desulfa- 
vibrio sp. which compete successfully with the Propioni- 
bacteriaceae. In the case of ethanol, acetogenesis is per- 
formed by syntrophic ethanol oxidizers. Thus, the presence 
of high numbers of these last organisms remains unclear since 
ethanol is generally wnsidered as an unimportant intermedi- 
ate in anaerobic digesters. Since homolactic bacteria were 
the prevalent glucose fermenting organisms, the main 
pathway of ethanol formation results probably from a meta- 
bolic shift induced by substrate limitation (Stouthamer 
1978). But one must consider acetoin and 2,fbutanediol as 
alternative substrates because they can be produced by some 
lactic bacteria and Enterobacteriaceae. However, the latter 
family was not found at numbers higher than IO5 cells per 
ml in these digesters (results not shown). 

Besides acetogenesis from ethanol, enumerations showed 
a propionic fermentation in lower dilutions in contrast with 
fresh water sediments where these two trophic groups were 
in the same order (Schink 1984, Schink et al. 1985). Pro- 
pionigenic ethanol-fermenters are known (Samain et al. 
1982; Schink 1984) and in anaerobic sludge they can 
compete for ethanol degradation with syntrophic associ- 
ations if ethanol is provided at high concentrations. How- 
ever, considering their low numbers, they do not contribute 
significantly to propionate formation in carbohydrate-fed 
digesters. 

Our two new isolates clearly belong to the genus 
Pelobacter (Schink and Pfennig 1982). In spite of some 
nutritional differences with the type strain GraBdl, the 
strains RE1 and BE4 have to be assigned to the species 
P. cnrbirlolicus (Schink 1984). In addition, the previously 

Substrate Acetate Ethanol Propionate b-Hydroxy- CH4 H 2  

butyrate 

Pure culture 
acetoin 1 19.0 73.0 - - - 7.8 
ethylene glycol 50.2 43.9 - - - 11.7 

Mixed cultures 
acetoin - 182.0 - - - 43.7 - 
ethylene glycol 95.9 - - - - 27.1- - 
ethanol 92.15 - - - 48.6 - 
1,2-propanediol 16.5 - 85.6 - 44.0 - 
1,3-propanediol 91.5 - - - 94.8 - 
1,3-butanediol 7.2 - - 85.0 43.4 - 
2,3-butanediol 175.0 - - - 72.8 - 



described strains al1 required salts for their optimal gro&th 
in connection with their marine origin (Eichler and Schink 
1985). On the contrary, the two new strains do not present 
such requirements. Consequently, the two strains have been 
deposited to the German collection (strain RE 1 : DSM 2909; 
strain BE4: DSM 2984). 

The fermentation of ethylene-glycol, 2,3-butanediol and 
acetoin by P. carbinolicus prsceeds via acetaldehyde-as a 
common intermediate (Eichler and Schink 1985). However, 
kinetic data of acetoin degradation by our strain showed in 
the phase of growth a preferential utilization of electrons 
for acetoin reduction rather than for ethanol production. 
In addition, formation of optically active 273-butanediols 
with less meso-2,3-butanediol suggests the presence of a 
D(-)-butanediol-dehydrogenase (H6hn-Bentz and Radler 
1978). 

In coculture with a methanogen, differences in utilization 
of monoalcohols are in good agreement with those reported 
on the "S" organism (Reddy et al. 1972a) and with the 
data on its alcohol dehydrogenase specificity (Reddy et al. 
1972b). Dehydration of 1,Zdiols is a common metabolic 
property of Lactobacillus (Schütz and Radler 1984), 
Klebsiella (Toraya et al. 1979), Acetobacter (Kersters and de 
Ley 1963), Propionibacterium (Ichikawa et al. 1985), 
Acetobacterium and P. carbinolicus (Eichler and Schink 
1985). In the first five organisms, a di01 dehydratase is in- 
volved in ethylene glycol and 1,2-propanediol catabolism. 
The lack of this common enzyme could explain the unability 
of strain BE4 to use 1,Zdiols. Propionate is probably pro- 
duced by the acetaldehyde dehydrogenase which is known 
to be non-specific. 

In contrast, 1,3-di01 oxidation proceeds via the primary 
alcohol dehydrogenase and the aldehyde dehydrogenase. 
Quasi stoichiometric conversion of 1,3-butanediol to /3-hy- 
droxybutyrate indicates that Our strains grow well with these 
enzymatic activities. But the secondary alcohol group is not 
attacked either due to lack of a secondary alcohol dehydro- 
genase or due to inhibition of this enzyme by a carbonyl 
group as in Acetobacter (Kersters and de Ley 1963). As the 
strains do not oxidize propanol-2 or butanol-2, the later 
hypothesis appears unlikely. Similarly, 1,3-propanediol is 
first oxidized to 3-hydroxypropionate which can be then 
converted to acetate via malonyl semialdehyde as in 
Clostridium kluyveri (Doelle 1975). 
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2. HETABOLISME DE LIETHANOL CHEZ PELOBACTER CARBINOLICUS (SOUCHE RE) 
- - 

- 

a introduction 
. - 

P .  carhino1 icus est physiologiquement très proche de l'"organisme Ç" 

et la voie métabolique de la dégradation de l'éthanol en acétate et 

hydroghne a été surtout étudiée chez cette dernière bactérie (Reddy et a l .  

1972b,1972c). La formation d'acétyl-CoA partir d'acétaldéhyde est 

théoriquement-chez l'"organisme Sv le seul mécanisme permettant la 

synthèse d'une liaison riche en énergie et donc dlATP. Reddy et a l .  

(1972~) ne purent cependant mettre en évidence aucun effet du coenzyme A 

sur l'activité de l'acétaldéhyde déshydrogénase. 

Nous montrons ici que les activités enzymatiques présentes dans les 

extraits cellulaires de P. carbinolicus (souche RE) sont similaires à 

celles observées dans ceux de l'"organisme Sm. En déterminant l'activité 

de l'acétaldéhyde déshydrogénase en mesurant la production d'hydrogène, 

nous démontrons de plus que cette enzyme est bien coenzyme A dépendante. 

b) matériel et méthodes 

- préparation des extraits cellulaires 

La souche RE a été cultivée sur éthylène glycol en flacon de 10 1. Les 

cellules sont récoltées par centrifugation (9000 x g) et sont cassées à 

la presse de French à 20000 psi. Les débris cellulaires sont éliminés par 

centrifugation (30000 x g) et le surnageant qui est conservé à +4OC en 

anaérobiose est utilisé pour les essais enzymatiques. 

- dosage de l'alcool déshydrogénase 

L'activité est mesurée spectrophotométriquement en suivant l'augmentation 

de l'absorbance à 340 nm causée par la réduction du NAD'. Le mélange 

réactionnel contient : tampon bicine (pH 8,5), 50 mM; NAD', 1 mM; éthanol, 



.b - 
10 m M ; .  acétaldéhyde déshydrogénase 5 unités/ml. La Féaction est démarrée 

- 

par l'addition de l'éthanol. 
- 

- Dosage de l'acétaldéhyde déshydrogénase. . 

Cette activité a été mesurée par deux techniques différentes. 

1 )  Soit spectrophotométriquement en mesurant la diminution de 

l'absorbance à 600 nm causée par la réduction du 2,6-dichlorophénol- 

indophénol (DCPIP) en présence de phénazine méthosulfate (PMS). Le 

mélange réactionel contient : tampon bicine (pH 8,5), 50 mM; acétaldéhyde, 

10 mM; DCPIP, 50 vM; PMS, 50uM. La réaction est démarrée par l'addition 

de l'acétaldéhyde. 

2 )  Soit par chromatographie en phase gazeuse en mesurant la formation 

d'hydrogène à partir d'acétaldéhyde en présence d'un transporteur 

artificiel d'électrons (méthylviologen) permettant le transfert des 

électrons entre l'acétaldéhyde déshydrogénase et l'hydrogénase. La 

réaction est réalisée dans des flacons anaérobies de 15 ml contenant 3 ml 

de milieu réactionnel sous atmosphère d'azote. La production d'hydrogène 

est suivie en prélevant régulièrement 0,5 ml de la phase gazeuse au 

travers du bouchon en caoutchouc butyl. Le mélange réactionel contient : 

tampon Tris-HC1 (pH 7,5),50 mM; acétaldéhyde, 10 mM; méthylviologen, 2,5 

mM. Les concentrations de coenzyme A ajoutées sont indiquées dans les 

résultats. La réaction est démarrée par l'addition de l'extrait. 

- Dosage de S'hydrogénase. 

L'activité est mesurée spectrophotométriquement en suivant l'augmentation 

de lrabsorbance à 550 nm causée par la réduction du benzylviologen. La 

réaction est effectuée dans des cuvettes anaérobies sous atmosphère 

d'hydrogène. Le- mélange -réactionnel contient : tampon Tris-HG1 (pH 7,5), 

50 mM; benzylviologen, 1 mM. la réaction est démarrée par l'addition de 

l'extrait. 



- Dosage de l'acétate kinase (Nakajima et al. 1978). 

L'activité est mesurée spectrophotométriquement à 340 nm en couplant la 

formation ~'-&DP avec l'oxydatian du NADH en présence de 
- 

- 

phosphoénolpyruvate sous 1 ' action d 'une pyruvate kinase et d 'une L- 

lactate déshydrogénase. Le milieu réactionnel contient : tampon Tris-HC1 

(pH 7,5), 100 mM; acétate de sodium, 10 mM; ATP, 5 mM; MgCl*, 4mM; 

phosphoénolpyruvate, 4 mM; NADtI, 0,4 mM; pyruvate kinase, 0,8 unité/ml; L- 

lactate déshydrogénase, 3 unités/ml. La r4action est démarrée par 

l'addition de l'extrait. 

- Dosage de la phosphotransacétylase. 

L'activité est mesurée spectrophotométriquement à 233 nm en suivant 

l'augmentation de l'absorbante causée par la formation d'acétyl-CoA à 

partir d'acétyl phosphate et de coenzyme A. Le mélange réactionnel 

contient : tampon Tris-HC1 (pH 7,5), 100 mM; acétyl phospate, 3 mM; 

coenzyme A, 1 mM. La réaction est démarrée par l'addition de l'extrait. 

c) Résultats et discussion 

Toutes les activités enzymatiques impliquées dans la dégradation de 

l'éthanol en acétate et hydrogène ont pu être mises en évidence dans les 

extraitscellulaires de la souche RE (tableau XV). L'alcool 

déshydrogénase est NAD' dépendante. Par contre l'hydrogénase et 

11ac6taldéhyde déshydrogénase sont NAD' indépendante et leurs activités 

ont été déterminées avec des accepteurs d'electrons artificiels. La 

ferrédoxine est probablement, comme chez l'"organisme Sm, le cofacteur de 

ces deux enzymes. Aucun effet activateur du coenzyme A sur l'acétaldéhyde 

dkhydrogénase n'a pu être détecté en déterminant son activité 

spectrophotométriquement avec le benzylviologen ou le DCPIP. Par contre, 

en mesurant par chromatographie en phase gazeuse la production 



d'hydrogène à partir d'acétaldéhyde, on observe-une augmentation de la 
- 

quantité et de la vitesse de production- d'hydrogène en fonction de la 

concentration initiale en coenzyme A (figure n020). L'activité résiduelle - ~ - 

obtenue en absence de coenzyme A explique- que la dépendince de 

l'acétaldéhyde déshydrogénase n'ait pu être mise en évidence 

spectrophotométriquement. Cette activité résiduelle relativement élevée 

pourrait être due à la présence de faibles concentrations de coenzyme A 

apportées par l'extrait. Les fortes activités de l'acétate kinase et de 

la phosphotransacétylase détectées dans les extraits permettraient de 

plus une régénération du coenzyme A à partir d'acétyl-CoA. 

Ces résultats démontrent que l'acétaldéhyde déshydrogénase est bien 

chez P. carbinolicus coenzyme A dépendante et que 1'ATP est produit chez 

cette bactérie au niveau de l'acétate kinase. 

Tableau XV. Activités enzymatiques présentes dans les extraits cellulaires 
de Pelobacter carbinolicus souche RE. 

enzyme activité 
tumole x mn-' x mg-' de proteine) 

alcool deshydrogénase 0,81 
acétaldéhyde deshydrogénase' 0.27 
acétaidéhyae 6eshydrogénase2 0,13 
hydrogénase 1 ,î7 
phosphotransacétylase 5 '26  
acétate kinase O, 76 

'déterminée en mesurant ia réduction du DCPIP 
2déterminée en mesurant la production d'hydroggne 



d'hydrogène à partir d'acétaldéhyde, on observe une augmentation de la 
- 

quantité et de la vitesse de production dfhydrog6ne en fonction de la 

concentration initiale en-coenzyme A (figure n020). L'activité résiduelle 

obtenue ei absence de coenzyme R explique que la dépendance de - 

l'acétaldéhyde déshydrogénase n'ait pu être mise en évidence 

spectrophotométriquement. Cette activité résiduelle relativement élevée 

pourrait être due- à la présence de faibles concentrations de coenzyme A 

apportées par l'extrait. Les fortes activités de l'acétate kinase et de 

la phosphotransacétylase détectées dans les extraits permettraient de 

plus une régéngration du coenzyme A à partir d'acétyl-CoA. 

Ces résultats démontrent que l'acétaldéhyde deshydrogénase est bien 

chez F. carhinolicus coenzyme A dépendante et que 1'ATP est produit chez 

cette bactérie au niveau de l'acétate kinase. 



TEMPS (heures) 

Figure no 20. Influence de ia concentration en Coenzyme A sur la 
production d'hydrogène 2 partir d1acétald6hyd?*en présence de 
méthylviologen et d'extrait cellulaires (0,58 mg de proteinel de 
P e l  obacter carhino2 icus souche HE. Concentrat ion en Coenzyme A: 
( 0 )  O m M ;  ( X I  0,5mM; ( v )  1 m M ;  ( + )  2 m M .  



1- XI. ISOLENENT E T  CARAcTERIsfîTIoN DE BACTERIES ACETOCENES 
- - - - 

DEGRADANT L E S  A C I D E S  G R A S  CI-PLU% D E-4 C A R B O N E S  

A partir des dernières dilutions des numérations dégradant le 

butyrate, nous avons isolé en coculture avec Methanospirillum hungatei - 

une souche dégradant cet acide en acétate et hydrogPne. Cette souche - 

était morphologiquement et physiologiquement très proche de 

Syntrophomonas wolfei et nous n'avons pas, pour cette raison, poursuivi 

sa caractérisation. Ce résultat indique que la flore dominante 

responsable de la dégradation du butyrate est constituée dans les 

fermenteurs de méthanisation de bactéries similaires à S. wolfei. 

Dans le cadre de sa thèse de docteur ingénieur, F. Roy (1985) a 

étudié la digestion anaérobie d'effluents industriels de nature lipidique 

et principalement constitués de di- et de triglycérides. Dans les 

écosystèmes anaérobies, ces composés sont hydrolysés rapidement par des 

bactéries lipolytiques en glycérol et en acides gras à longues chaînes 

(AGLC). Nous nous sommes donc intéressés avec F. Roy à la dégradation 

anaérobie des acides gras à longues chaines qui constitue l'étape 

limitante de la méthanisation de ce type d'effluents. 

Les acides gras à plus de 10 atomes de carbones sont cependant très 

inhibiteurs pour les bactéries et nous avons tout d'abord cherché à 

limiter leur toxicité en les précipitant sous forme de sels de calcium. 

Nous avons pu ainsi obtenir, en réalisant des enrichissements sur oléate 

et stéarate, deux cultures dégradant les acides gras à longues chaînes en 

acétate et méthane et nous présentons en premier lieu l'étude de 

l'influence de la concentration en calcium sur la croissance de ces deux 

cultures. 



- - 
A la suite d e  ce travail, nous avons isolé, 2 partir de 

- - - - 
- 

1 ' enrichissement sur oléate , une bactérie dégradant en cocu1 ture avec 

~ethanospirillum hungatei ou avec Desulfovibrio (souche G l l )  lloléate et 

tous les acides gras linéaires ayant entre 4 et 18 atomes de carbone. 

Nous présentons dans la deuxième partie de ce chapitre la caractérisation 

de cette bactérie que nous avons décrite comme une nouvelle espèce de 

Syntrophomonas, S. sapouorans. 
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Influence of Calcium Addition on Growth of Highly Purified 
Syntrophic Cultures Degrading Long-Chain Fatty Acids 

FRANCIS ROy,lt* GUY ALBAGNAC? AND ERIC SA MAIN^ 
Anjou Reclzerche, Chemin de la Digue, 78600'Maisons Lafitte,' and Ins~itrtt Natioizal de la Reclzerclte Agronomique, 

Station de Technologie Alimentaire 369, Rue Jrrles Guesde, 59650 Villenerri~e D'Ascq,* France 

l Received 17 October 1984lAccepted 19 December 1984 

Two highly purified syntrophic associations resulting in acetogenesis from stearate (SM)-and oleate (OM) 
were obtained from the sludges of a sewage digestor. In both cases, Methanospirillurn hungafei together with 
short, motile, gram-negative, nonfiuorescent rods morphologically similar to Syntrophomonas wolfei were 
identified by microscopic examination. Besides growing on volatile fatty acids (butyrate through caproate), 
both cultures grew on oleate (Clal) and numerous even-numbered, saturated long-chain fatty acids (LCFA 
[decanoate through stearate]). In addition, during growth on LCFA, supplementation of the culture media with 
calcium chloride was an absolute requirement. The sole difference between the associations was observed when 
SM and OM cultures were transferred ïrom a stearate to an oleate medium. The SM culture needed 10 days 
before starting to degrade oleate, whereas the OM culture grew immediately, but the OM culture also grew 
immediately when transferred to stearate medium. Saturated LCFA degradation occurred in the presence of 
equinormal amounts of calcium (fatty acid/Ca ratio, 2). On the other hand, OM degradation only took place 
in the presence of an equimolar amount of calcium (fatty acidlla ratio, 1). These observations are discussed 
by considering the solubility constants of LCFA as calcium salts and the toxicity of the free acids against 
microorganisms. 

In methanogenic environments, long-chain fatty acids 
(LCFA) can be completely degraded to methane and carbon 
dioxide (6, 9, 12, 25). However, these compounds exhibit 
acute toxicity against anaerobes when their concentrations 
exceed a few millimoles per liter, so  on a technological level, 
methanogenesis from LCFA is only possible in continuously 
fed digestors (17) in which the dilution rate is kept suffi- 
ciently low to allow the complete degradation of these 
compounds. The toxicity of LCFA against pure or mixed 
cultures appears more pronounced as the compounds be- 
come longer and more unsaturated (2,3, 16). In addition, the 
sensitivity of bacteria is related to their cell wall structure, 
with gram-positive species and methanogens being more 
easily inhibited than gram-negative organisms (8, 20, 23). 
Fortunately, the addition of calcium reverses the inhibition 
of bacterial growth in batch cultures, mainly by forming 
insoluble salts and increasing interfacial tension (4-6). 

In sewage digestors, LCFA degradation first proceeds via 
a f3-oxidation mechanism (12, 25) leading to acetate with 
reductive methane. Modern concepts of anaerobic microbio- 
logy indicate that this acetogenesis is carried out by syn- 
trophic associations of obligate hydrogen-producing bacteria 
and hydrogenophilic methanogens (14). In such low-sulfate 
media, several syntrophic associations between Desrtlfo- 
vibrio sp. and methanogens can result in an acetogenic 
fermentation of lactate and ethanol. However, there is no 
report of a syntrophic association involving a hydrogen 
scavenger and one of the LCFA-degrading sulfate reducers 
isolated so far (la), Le., Desitlfonerncr magnum, Desrrlfo- 
rzema lii?zicolu, and Desrtlfoscrrcinu i~crriuhilis. Until recently, 
Syntrophoinorzris ivolJEi (13) was the sole pure obligate 
hydrogen-producing bacteria that was known to oxidize 
fatty acids, but two other bacteria have been isolated (22), 

' Corresponding author. 
t Presenc address: lnstitut de le Recherche Agronomique Station 

de Technologie Alimentaire, Villeneuve D'Ascq, France. 

one of them morphologically similar to S. lvolfei and the 
other spore forming. However, their activities are restncted 
to short, saturated substrates (butyrate through caproate or 
octanoate). 

We report in this paper the establishment of highly puri- 
fied syntrophic associations degrading LCFA to acetate and 
reductive methane. The positive effect of calcium salt addi- 
tions upon LCFA oxidation in batch cultures was demon- 
strated. 

MATERIALS AND METHODS 

Sources of microorganisms. Methar~ospirilli~rn hungaiei 
(DSM 864) and S. lvolfri Gottingen strain (DSM 2245B) were 
obtained frorn the Gerrnan Culture Collection. 

Media and conditions for growth. The anaerobic technique 
of Hungate as modified by Miller and Wolin (15) was used 
for enrichrnents and routine subcultures. The basal medium 
containing rninerals and vitamins (21, 24) was buffered with 
PIPES [piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid)] (50 mM) 
and was further supplernented with yeast extract (0.3 gtliter) 
and rumen fluid (556, vol/vol). Sterile stock solutions (10%. 
vollvol) of fatty acid sodium salts were added aseptically to 
the autoclaved medium, and the subsequent addition of 
calcium chloi-ide resulted in the formation of a heavy and 
fluffy precipitate, unless precise equimolar amounts (15 rnM) 
of calcium and LCFA were used. Incubations were run at 
35°C and pH 7.1 under an N2ICO2 (85:15) gas phase. 

Enrichrnents were established by 10 successive transfers 
(5%, vol/vol) at 2-week intervals. 

Dilution shiike cultures were incubated in glass tubes (9 by 
160 mm), in the presence of 0.6% agar. The media were 
inoculated inside an anaerobic glove box (FORMA 1020) 
with the sirnultaneous addition of an active. growing culture 
of M. Iirrti~crtc~i (10%. vollvol). 

Analytical niethods. Growth was estimated by monitoring 
acetate and rnethane production. Gas and volatile fatty acids 
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were determined by gas chromatography as previously de- 
scribed (24). 

LCFA butyl esters were separated and quantified by using 
a stainless-steel column (1.8 m by 2 mm) packed with 28% 
diethylene glycol succinate on silanized Chromosorb W-AW 
(80-100 mesh). 

Calcium was determined by atomic absorption on a PYE- 
UNICAM SP9 spectrophotometer, and O-phosphate was 
determined by the ascorbic acid method. Carbonates were 
assayed on an Oceanography International infrared carbon 
analyzer. 

04 
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RESULTS 
Establishment of highly purified acetogenic cultures degrad- 

ing stearate and oleate. Two anaerobic media, one with 
stearate (10 mM) and one with oleate (10 mM) as main 
carbon and energy sources, were inoculated with sludges 
from a sewage digestor in Marquette-Lez-Lille, France. In 
batch cultures, fatty acid degradation never occurred in the 
absence of calcium. Equimolar additions of calcium chloride 
allowed good growth even when stearate and oleate concen- 
trations up to 50 mM were reached (Fig. 1). Methane and 
carbon dioxide were the only end products evidenced, but a 
transient accumulation of acetate was sometimes observed. 
Experimental values were close to those of theoretical 
stoichiometries: 

O A V S  culture also contained short, curved rods very close in 

FIG. 1. Methane production from stearate by an enrichment mOrpho'ogy t0 observed in the SM "lture. 
culture in the presence of equimolar amounts of calcium. Control These cultures, OM and SM, did contain acetO~hilic 
values were subtracted. methanogens and degraded oleate and stearate by the fol- 

lowing stoichiometries: 
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1 stearic acid + 8Hz0  -r 13CH4 + 5COz 
1 oleic acid + 8.5H20 -r 12.75CH4 + 5.25COz 

o~ganisms were observed to be the prevailing methanogens 
in the oleate culture. After 10 successive transfers, bath 
enrichment cultures were diluted based on the most-proba- 
ble-number technique and incubated in the presence of M. 
hungatei. After 2 months, the highest dilutions permitting 
significant growth were 109 and IO7, from the stearate and 
the oleate enrichment cultures, respectively. Control cul- 
tures minus LCFA did not show growth at these dilutions. 

In the last tube showing positive degradation of stearate, 
no acetoclastic methanogens were observed. The prevailing 
organisms were M. hungatei, identified by its morphology 
and its autofluorescence under epi-illumination, and short, 
curved, motile, gram-negative, nonfluorescent rods. This 
culture, named SM, degraded stearate to acetate and reduc- 
tive methane and was used for further studies. Similar 
morphologies were also observed by Lorowitz and Bryant 
(personal communication) in enrichment cultures degrading 
stearate. On the other hand, filamentous methanogens were 
still present in the tube corresponding to the 10' dilution of 
the oleate enrichment culture. This culture was further 
purified by the dilution agar shake culture technique. Incu- 
bation was performed for 6 weeks in the presence of M. 
hungatei. Clearing zones with diffuse centers were observed 
up to the 10' dilution. Careful examination showed that this 
center was made of numerous tiny, round colonies. One of 
these colonies, which degraded oleate to acetate and meth- 
ane, was transferred in liquid medium inside the anaerobic 
glove box (OM culture). Besides M. hungatei, the OM 

Microscopic examination of wet mounts revealed the 
presence of acetoclastic methanogens morphologically sim- 
ilar to Methanosarci~iri l~l(izci (24) in the stearate enrichment 
culture. On the other hand, ~~~thcinc,rl~rii--like filamentous 

1 stearic acid + 4COz + 8Hz0 -r 9 acetic acid + 4CH4 
1 oleic acid + 3.75CO2 + 8.5H20 -t 9 acetic acid + 

3.75CH4 

Growth properties of SM and OM cultures. Optimal con- 
ditions for growth of these two highly purified cultures were 
a pH of 7.1 and a temperature of 35 to 40°C. Both cultures 
degraded the following compounds without any lag: butyr- 
ate, valerate, caproate, and even saturated fatty acids (de- 
canoate through octadecanoate). No growth was observed 
on glucose, acetate, propionate, heptanoate, octanoate, and 
triglycerides. Cultivation on valerate resulted in the accumu- 
lation of acetate and propionate in the medium. When 
transferred from saturated fatty acids to oleate medium, SM 
and OM cultures exhibited quite different behaviors. The 
latter grew immediately on this unsaturated fatty acid; 
however, the SM culture degraded oleate after a 10-day lag. 
No hydrogen sulfide was observed when the medium was 
supplemented with sulfate (20 mM); furthermore, bromo- 
ethanesulfonic acid (1 mM) inhibited both methanogenesis 
and fatty acid degradation. 

Effect of calcium on the growth of SM and OM cultures. As 
already observed for the first enrichment and purification 
steps, no growth of SM and OM cultures on 15 mM LCFA 
concentrations occurred unless the medium was supple- 
mented with calcium chloride. Saturated fatty acids with 
even numbers of carbons from decanoate to stearate were 
degraded when the ratio of fatty acid (millimoles added) to 
calcium (millimoles added) (FAICa) was maintained at less 
than 2. With these substrates, LCFA toxicity could be 
reversed by equinormal addition of calcium, and a shorter 
doubling time (Table 1) was observed on dodecanoate (lauric 
acid). No calcium requirement was evidenced during growth 
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- TABLE 1. ~ o u b l i n ~  time of-the OM culture growing 03 various 
fatty acids" - - - 

Calcium concn Lubl ing 
( m u )  added time (h) 

Butyric acid (C4) 
Lauric acid (CI2) 
Myristic acid (C14) 
Oleic acid 
Stearic acid (Cls) 

- 

" Growth was estimated on the logarithmic sequence of CH, production. 
Concentration, 4 g of substrate per liter. 

on  short-chain fatty acids ranging from butyrate to  caproate. 
This was checked by two successive transfers to  avoid a 
possible contamination by residual L C F A  o r  calcium present 
in the initial culture. Surprisingly, acetogenesis from oleate 
(Fig. 2) required a t  least a n  equimolar addition of calcium 
(FNCa,  1). Chemical analyses of stearate and oleate precip- 
itates were undertaken t o  check a possible concurrent pre- 
cipitation of calcium inorganic salts. Both precipitates were 
composed mainly of the fatty acids associated with calcium 
and phosphate; only trace amounts of  carbonate were evi- 
denced. Typical contents per 100 mg (dry weight) were a s  
follows: 93 mg of  stearate, 6 mg of  Ca, and 1 mg of PO4 
( F N C a ,  2); and 88 mg of  oleate, 10 mg of Ca, and 2 mg of 
Po4 (FNCa,  1). Despite quite different FAICa ratios, chem- 
ical analyses indicated only minor differences between the 
precipitates. Consequently, the concentrations of soluble 
calcium in the stearate and oleate media were 0.1 mM 
(FAICa, 2) and 3 mM ( F N C a ,  l ) ,  respectively, and in al1 
cases more than 50% of  the total phosphate ions remained in 
the culture supernatant. Concentrations of residual LCFA in 
the culture supernatant were smaller than the detection 
threshold of the gas-chromatographic technique. 

DISCUSSION 
Without calcium chloride addition, the high toxicity of 

LCFA with more than seven carbon atoms resulted in a 

i . * -  a 

MOLAR RATIO F'km 
FIG. 2. Degradation of 10 mm01 of oleate (0)  and stearate (W) 

per liter by the OM consortium for various FNCa molar ratios. The 
extent of LCFA degradation was calculated from acetate and 
reductive methane productions after 9 days of incubation. Control 
values were subtracted. Percents degradation were calculated from 
acetate production based on the stoichiometries indicated in the 
text. 

MOLAR RATIO: C.A. 4. 
FIG. 3. Theoretical LCFA concentration in the culture superna- 

tant (sol. F.A.) as a function of the molar ratio of total LCFA to 
calcium (FNCa), the total LCFA concentration being 15 mM. 
Values were calculated by the following equation: 

2 K,, - S FA' 
SFA* X FA 

where K,, is the solubility product constant of the fatty acid calcium 
salts and SFA is the LCFA concentration in the culture supernatant. 
Ariows indicate actual values calculated from experimental deter- 
mination of calcium in the supernatant. 

complete inhibition of the growth of  SM and OM cultures. 
After calcium addition, chemical analyses indicated very 
low precipitation of phosphate and carbonate; on  a dry- 
weight basis, more than 95% of the precipitates were fatty 
acid calcium salt. Thus, calcium effect can be  discussed by 
considering the solubility product constant (K,,) of LCFA 
calcium salts. The theoretical concentrations of  LCFA re- 
maining in solution a s  a function of  the F N C a  ratio (Fig. 3) 
were calculated from the K,, values reported in t h e  literature 
(11). Actual concentrations were calculated from the results 
of calcium determination in the culture supernatant (plotted 
on Fig. 3). Stearate in the supernatant lies between and 

molhiter for FA/Ca ratios ranging from 2.04 to 1.92 
(Fig. 3a). Since experimentally no inhibition was  evidenced 
with F M C a  ratios lower than 2 and total inhibition was 
observed with FA/Ca ratios slightly higher than 2, even a 
careful adjustment of this ratio does not allow a n  experimen- 
ta1 determination of a n  inhibition threshold. In t h e  presence 
of stoichiometric amounts of calcium (FNCa,  2), the actual 
oleate and tetradecanoate concentrations in the supernatant 
were almost identical (2.3 FM) and 130 times higher than the 
soluble stearate concentration (18 nM). Under such expen- 
mental conditions, inhibition of baclerial growth was ob- 
served only with oleate. This observation confirmed the 
results of previous works (3, 16, 17, 20) reporting a higher 
toxicity of  unsaturated LCFA. ln  Our experirnental condi- 
tions (substrate, 15 mM), the soluble oleate concentration 
has to  be maintained below 0.7 p M  by at  least a n  equimolar 
addition o f  calcium salt. 



Stability of morphology and immediate degradation of 
various saturated fatty acids indicate that SM and O M  
cultures have quite a wide range o f  substrates for growth. 
However, they appear dependent o n  lipolytic bacteria (10) 
such as Anaerovibrio lipolytica (7) for the splitting of  
acylglycerol. The  acetate-to-methane ratios obtained after 
degradation of even numbered fatty acids are in good 
agreement with the stoichiometric balance of the  Wxida t ion  
mechanism. This is confirmed by the  formation o f  propion- 
ate  and acetaie from valerate. From the present results, it is 
clear that the two purified cultures - syntrophic associa- 
tions of LCFAdegrading acetogens together with M. hun- 
garei. The stearate and the oleate organisms look very 
similar t o  S. wolfei (13), but they c a n  be  easily distinguished 
from this obligate hydrogen-producing bacteria, which is 
unable to  perform acetogenesis f rom LCFA even  in the 
presence of equimolar amounts of  calcium (data no t  shown). 
Up to now only a minor difference was evidenced between 
S M  and O M  cultures when stearate-grown cells were trans- 
ferred to  oleate. Finally, further purification a n d  character- 
ization of the two organisms are being achieved to describe 
their taxonomic position and their physiological properties. 
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Synthrophomonas sapovorans sp. nov., 
a new obligately proton reducing anaerobe oxidizing saturated 
and unsaturated long chain fatty acids 
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Abstract. An anaerobic obligately syntrophic fatty acid 
degrading acetogenic bacterium (Strain OM) was isolated 
on calcium laurate medium from an oleate enrichment. This 
organism is a short slightly cuwed Gram-negative rod which 
can only use protons as electron accepter. It ferments al1 
linear saturated fatty acids with 4 to 18 carbon atoms in co- 
culture with a hydrogen-utilizing partner. Some mono- and 
di-unsaturated long chain fatty acids (oleate, elaidate and 
linolenate) are also oxidized. Calcium is required for batch 
cultivation of the syntrophic association on fatty acids with 
a chain length longer than 8 carbon atoms. In spite of some 
important morphological and nutritional analogies with 
Syntrophomonas wolfei, the strain OM must be considered 
as a different species mainly because of its broader substrate 
range. The description of strain OM as type strain of a new 
species, Syntrophomonas sapovorans sp. nov., is proposed. 

Key words: Syntrophomonas sapovorans sp. nov. - Fatty 
acid degradation - Interspecies hydrogen transfer - 
Syntrophic association - Methanogenesis 

In methanogenic environments, long chain fatty acids 
(LCFA) are completely degraded to methane and carbon 
dioxide (Heukelekian and Mueller 1958). Studies with 
labelled compounds have shown that methanogenic 
fermentation of LCFA by anaerobic sludge proceeds via 
a B-oxidation mechanism leading to acetate and methane 
formed by reduction of CO2 by the hydrogen CO-product 
(Jeris and McCarty 1965; Weng and Jeris 1976). Two 
obligate proton-reducing acetogenic species performing 
a fi-oxidation of fatty acid have been described: 
Syntrophomonas woIfei (Mclnerney et al. 1981) and 
Clostridium bryantii (Stieb and Schink 1985). In addition a 
thermophilic strain (Henson and Smith 1985) and two bac- 
teria isolated from a methanogenic consortium degrading 
3-chlorobenzoate (Shelton and Tiedje 1984) have recently 
been characterized. However, none of these organisms 
ferments LCFA containing more than 11 carbon atoms. 
Although several sulfate reducers are able to degrade LCFA 
up to 18 carbon atoms (Pfennig et al. 1981), there is no 
evidence for interswcies hvdrogen transfer between one of - 

oleate to acetate and methane (Roy et al. 1985). This culture 
was a syntrophic association of Methanospirillurn hungatei 
together with an obligately proton reducing acetogenic 
bacterium. We now report the isolation and the characteriza- 
tion of the latter organism. 

Material and Methods : 

Sources of microorganisms 

Methanospirillum hungatei strain JF-1 (DSM no 864) was 
obtained from the German Culture Collection. Desulfovibrio 
vulgaris, Madison strain, was a gift of J. G. Zeikus. 

Media and condition of cultivation 

The anaerobic techniques of Hungate as modified by Miller 
and Wolin (1974) were used for preparation of media and 
cultures of organisms. The basal medium contained min- 
erals, B-vitamins, yeast extract (0.3 g/l) and rumen fluid 
(5% v/v) as previously described (Roy et al., 1985). It was 
buffered with 50 mM Pipes-KHC03 (1,4-piperazine bis 
(ethane-su1fonate)-carbonate buffer) pH 7.1 under a 
N2:C02 (85:15) gas phase and reduced by cysteine-HC1 
(0.25 g/l) and Na2S . 9 H 2 0  (0.25 g/l). Substrates and 
calcium chloride were added aseptically to the autoclaved 
media from anaerobic stock solutions. Unless otherwise pre- 
cised equimolar amounts of calcium and LCFA were used 
and al1 incubations were run a t  35OC. Isolations were 
performed by repeated application of the dilution shake 
culture technique using the basal medium supplemented 
with agar (6 g/l), sodium laurate (1 5 mM) and calcium chlo- 
ride (15 mM). The isolation media were inoculated simulta- 
neously with the dilutions and an actively growing culture 
of M. hungatei or D. vulgaris (10% v/v). When the sulfate 
reducer was used as the hydrogen scavenger the medium 
was supplemented with 20 mM Na2S04. 

Culture purity was checked by microscopic examination 
and by inoculating a brain heart infusion medium supple- 
mented either with glucose (5 g/l) or acetoin (5 g/l). 

Enumerations were carried out by the three tubes most 
probable number method with the following substrates: 
H2:C02, acetate, propionate, butyrate, oleate. The three 
last substrates were tested with and without sulfate. 

these sulfate redu&rs and a merhanogen Widdel 1980). 
Recently, using calcium to preveit the acute toxicity of Analytical techniques 

LCFA' we obtained a highly Purim Growth on volatile or long chain fatty acids was followed 
Offprinf requesfs 10: E. Samain 
Abbreviation. LCFA, long chain fatty acids 

by measuring the increase of absorbance at 580 nm or by 
monitoring acetate and methane production. Methane, 



Fig. 1. Phase contrast photomicrograph of strain OM in association with Methanospirillum hungatei on butyrate medium. Bar equals 5 pm 

Fig. 2. Scanning electron micrograph of the OM-M.  hungarci coculture on calcium laurate medium. Bar equals 1 pm 

Fig. 3. Electron rnicrograph of negatively stained cells of strain O M .  Bar equals 1 pm 
Fig. 4. Electron micrograph of thin section of strain O M .  Bar equals 0.2 pm 

carbon dioxide, VFA and butyl esters of LCFA were deter- and lead citrate according to Reynolds (1963). Prior to 
mined by gas chromatography as previously described (Roy scanning electron microscopy, samples were fixed using 
et al. 1985). Dissolved CO2 and bicarbonate were measured thiocarbohydrazide according to Costerton (1980). 
with an infrared analyser as previously described (Samain 
et al. 1982). 

Chetnicals 
Electron rnicroscopy 

Al1 chemicals were reagent grade. Technical stearic acid (Ref. 
Negative staining was performed with phosphotungstic acid 800673) and pure stearic acid for biochemistry (Ref. 674) 
1% vlv). Ultrathin section were stained with uranyl acetate were obtained from Merck, Darmstadt, FRG. 



Other LCFA were purchased from ~ e r c k , .  Janssen; 
Beerse, Belgium and Sigma, St. Louis, MO, USA._ 

- 
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- Results 

Isolation 

Isolation of LCFA degrading anaerobes was attempted from 
the oleate degrading enrichment previously describeci (Roy 
et al. 1985). When using Desulfovibrio vulgark as the 
hydrogen utiliing partner, clearing zones associated with 
black sulfide precipitate were observed up to the ?O-' dilu- 
tion within 6 weeks. By repeating the dilution procedure 
using the center of a clearing zone as inoculum, a defined 
coculture of a LCFA degrader (strain OS) with D. vulgaris 
was obtained. The isolation -was also performed using 
Methanospirillum hungatei as the hydrogen scavenger. In this 
case, the clearing zones were associated with development 
of gas split in the agar and were observed at the same level 
after 6 weeks of incubation. The isolation of a pure LCFA 
degrading strain (OM) in association with M. hungatei was 
achieved as above. The two defined cocultures used oleate 
and technical stearate without any lag and with sirnilar 
growth rates (doubling time of 40-45 h). Addition of 
D. vulgaris to the OM-M. hungatei coculture on a sulfate 
medium resulted after two consecutive transfers in a 
complete disapearance of methane production associated 
with the development of D. vulgaris as the sole hydrogen 
utilizer. As both strains OM and OS appeared 
morphologically and physiologically identical, only the for- 
mer was further characterized. 

Up to now al1 attempts to purify the acetogen from 
the stearate degrading enrichment were unsuccessful. The 
cultures obtained after the purification procedure were 
always contaminated by an organism, probably Pelobacter 
carbinolicus, which was revealed during purity checking on 
acetoin. 

Morphological and cellular characteristics 

Cells of strain OM were short curved rods with slightly 
rounded tapered ends and had an average size of 
0.5 pm x 2.5 pm (Figs. 1 and 2). They were slightly motile 
and stained Gram-negative. Spores were never observed by 
rnicroscopic examination and no growth occurred after a 
heat shock (10 mn at  80°C) followed by a reinoculation of 
M. hungatei. Negative staining showed the presence of 2 to 
4 flagella laterally inserted in the concave side of the ce11 
(Fig. 3). Electron microscopy of ultrathin sections revealed 
a Gram-negative structure of the ce11 wall (Fig. 4). 

Nutritional and growth properties 

Optimal growth conditions were determined on butyrate 
medium. The maximum growth rate (0.025 h-') was at 
pH 7.3 at 35 - 37" C. The pH and temperature lirnits were 
6.3 - 8.1 and 25 -45"C, respectively. Amino acids and 
B vitamins were both required. In fact, a very weak growth 
was obtained on mineral medium only supplemented with 
B vitamins or with vitamin free casamino acids (DIFCO). 
In coculture with M. hungatei the doubling times of the 
strain OM were close to those previously reported for the 
oleate degrading enrichment (Roy et al. 1985). The strain 
OM was an obligate anaerobe although cultures could 
survive short exposure (30 rnn) to pure oxygen. 

Table 1. Substrates used by the coculture OM-Methanospirill~n 
hungatei 

Substratea No of Initiai Fermentation product 
(2 g/l) C atom substrate (mM) 

concen- 
tration Acetate Pro- CH4 
(mM) pionate 

Butyrate 
Valerate 
Caproate 
Heptanoate 
Caprylate 
Caprate 
Undecanoate 
Laurate 
Myristate 
Pentadecanoate 
Palmitate 
Margarate 
Stearate 
Elaidate 
Oleate 
Linoleate 

Fatty acids longer than heptanoate were tested in presence of 
equimolar amount of CaC12. Incubations were done at pH 7.2,3S°C 
for 1 month 
Substrates not u t i l i i :  acetate, propionate, linolenate (CI8:3), 
nonadecanoate, arachidate(Cilo:O), behenate (C22:0), erucate 
(Ct2: 1), lignocerate (C24:0) isobutyrate, /?-hydroxybutyrate, cro- 
tonate, 2 methylbutyrate, isovalerate, isocaproate, isoheptanoate, 
isostearate, DL-12 hydroxystearate tnbutyrine, tnpalmitine, glyc- 
erol, ethylene glycol, 2-3 butanediol, acetoin, lactate, pyruvate, 
fumarate, succinate, malate, glucose, fmctose xyiose, ethanol, pro- 
panol, butanol 

Table 2. Influence of palmitate on stearate degradation by the 
coculture OM-M. hungatei 

Substrate Percentage of degradation 

Palmitate Stearate 

Palmitate' (2 g/l) 86 - 
Stearate' (2 g/l) - 1 O 
Stearatea (1 g/l) + palmitate" (1 g/l) 87 32 
Technical stearate (2 g/l) 86 76 

99% pure stearate and palmitate 
Qualitative and quantitative analysis showed that technical 

stearate contained 50% of palmitate 

The OM-M. hungatei coculture did not utilize any of 
the following electron acceptors: sulfate, sulfite, thiosulfate, 
nitrate, nitrite, fumarate and oxygen. The only substrates 
used were linear fatty acids longer than butyrate (Table 1). 
Long chain fatty acids with more than 18 carbon atoms were 
not used and even stearate (C18) was only incompletely 
degraded within 4 weeks. However, cultivation of strain 
OM on a palmitate-stearate mixture resulted in a signifiant 
increase of the percentage of stearate degradation.(Table 2). 
Among the unsaturated fatty acids tested, oleate (cis-9- 
octadecenoate), elaidate (trans-9-octadecenoate) and lino- 
leate (cis-9-12-octadecadienoate) were fermented. On the 
contrary, linolenate (cis-9-12-15-octadecatrienoate) was not 
used. 



Table 3. Stoichiometry of fermentation of oleate and undecanoate by the wulture OM-M. hwigatei 

Substrate Substrate C o 2  Products pmol - Carbon - Hydrogen 
degraded consumed mvery rewvery 
pmol ~ 0 1  Aœtate Propionate CH4 YO !?O 

Oleate 100 323 859 O 328 96 87 
Undecanoate 100 178 389 90.62 182 96 91 

Even numbered fatty acids were fermented to acetate 
and methane (Table 3) with a transient accumulation of 
butyrate and caproate. In addition, one mol of propionate 
was produced per mol of odd numbered fatty acids degraded 
(Tables 1 and 3). Batch cultures on undecanoate showed 
a transient formation of valerate, heptanoate and also of 
butyrate (Fig. 5). 
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/ Table 4. Treatment of wastewater from a chitterling factory by an 
anaerobic contact digester 

i Chemical composition of the wastewater 
Total organic matter 14 g/l 

i Chernical oxygen demand 31 g/l 
- Lipids 9.1 gfl 

/ Calcium chlonde (added) 10 mM .,.-- 
& A < ~  A-A -V*V-V . Operating conditions 

A lab s a l e  anaerobic contact digester treating wastewaters 
from a chitterling factory was operated for one year 
(Table 4). Assuming that hydrogenophilic methanogens 
were in sufficient numbers in the digester sludge, 
enumerations of obligate proton reducing acetogens were 
performed without any addition of a hydrogen scavenger. 
The prevalent hydrogenophilic methanogens (9 x 106 cellsl 
ml) were fluorescent irregular cells similar to Methano- 
genium. Acetoclastic methanogens (2 x 10' clls/ml) were 
cells in packets releasing coccoid single cells like Methanosar- 
cina mazei (Touzel et al. 1983; Mah 1980). 

The number of fatty acid degrading organisms were 
similar on oleate (2 x IO6) and butyrate (5 x 10' cells/ml). In 
the last positive dilution tubes, organisms were short curved 
rods similar to the strain OM and associated with the 
hydrogenophilic methanogen. No degradation of pro- 
pionate nor significant growth with this substrate was ob- 
served in al1 the dilution tubes revealing less than 
propionate users by ml of digester sludge. 

O0 
Volatile suspehded solids 5.3 g/l 

100 200 300 LOO Temperature 
Time (hi 

35°C 
Hydraulic retention time 9 days 

Fig. 5. Formation of volatile fatty acids dunng growth of the OM- Methane production 1.1 l/kd 
M. hungatei coculture on undecanoate (16 mM): A Aœtate; COD removal 95% 

Propionate; A Butyrate; V Valerate 

organisms oxidizing long chain fatty acids up to siearate. 
Furthermore, it is the first report on a syntrophic bacterium 
able to degrade unsaturated fatty acids. Results of enumera- 
tion evidenced that organisms sirnilar to strain OM play a 
role in methanogenic digesters fed with signifiant amounts 
of lipids. However, as strain OM does not cleave the 
acylglycerol linkage, it depends on lipolytic bacteria such as 
Anaerovibrio lipolytica (Hobson and Mann 1961; 
Henderson 1971). The ability of our isolate to use either 
butyrate or oleate with similar growth rates suggests that the 
same organisms were enumerated with these two substrates. 
The wide range of fatty acids utilized by strain OM may also 
contribute to its maintenance in anaerobic ecosystems with 
low input of LCFA such as sewage sludge digesters or 
aquatic sediments. 

In rumen, unsaturated fatty acids are partially or 
completely hydrogenated by several carbohydrate utilizing 
anaerobic species unable to catabolize the corresponding 
saturated acid (Harfoot 1978). In these species such as 
Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens or Fusobac- 
terium sp., electrons involved in biohydrogenation have to 
be provided by carbohydrate catabolism. In anaerobic 
digesters, the significance of biohydrogenation prior to /?- 
oxidation of LCFA remains an open question. Since the OM 
culture is able to use some mono- or di- unsaturated fatty 
acids, we can assume that the respective importance of bio- 
hydrogenation versus direct catabolism depends on the ratio 
of lipids to electron donors such as carbohydrates or pro- 
teins in the feed. 

Diussion Metabolism 

Ecology 
- From the data presented here, it appears clearly that strain 

OM ferments fatty acids by a classical /? oxidation mecha- 
The isolation and characterization of the strain OM extends nism as Syntrophomonas wolfei does (McInerney, persona1 
the range of known syntrophic fermenting anaerobes to communication). In the case of unsaturated fatty acids, two 
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Fig. 6. The two possible pathways of linoleate oxidation. 
Enzymes: A d3-cis-A2-trans enoyl CoA isomerase; B A2-cis enoyl 
CoA hydratase; C 3-hydroxyacyl CoA epimerase; D A'2-cis-An- 
trans isomerase 

main hypothesis may be proposed (Fig. 6). First, a pathway 
involving a 3-cis - '-tram enoyl CoA isomerase, a '-cis enoyl 
CoA hydratase and a 3 hydroxyacylCoA epimerase is pro- 
posed as it was shown in mitochondria (White et al. 1968). 
In this hypothesis, the inability of our strain OM to catabo- 
lize linolenate may be explained only by its high toxicity 
for bacteria (Demeyer and Henderickx 1967). The second 
possibility involves a preliminary hydrogenation of the un- 
saturated fatty acids before degradation. In the case of 
linoleate, the only mechanism reported in anaerobes 
(Harfoot 1978) implies an isomerisation of this substrate to 
cis-9, trans-11-octadecadienoate. Kemp and Lander (1984) 
showed that the complete hydrogenation of linoleate to 
stearate by rumen organisms in vitro requires at least two 
bacteria with different enzymatic systems. Thus, in this 
second hypothesis, apart from the toxicity of triunsaturated 
fatty acid, the failure of strain OM to utilize this substrate 
may be explained by its inability to carry out a complete 
hydrogenation alone. 

Lastly, the absence of degradation of arachidate (C 20), 
behenate (C 22) and lignocerate (C 24) and the low utiliz- 
ation of stearate may be related to the low solubility constant 
of their calcium salts (Irani and Callis 1960). The stimulation 
of stearate degradation by palmitate remains unclear. One 
can suggest a sequential utilization of these substrate, i.e. 
growth and ce11 production on palmitate and subsequent 
degradation of stearate by a "dense" population. However, 
other mechanisms such as inducibility of some enzymes can 
not be excluded. 

Taxonomy 

- 

linear long chain fatty acids up to 18 c a r b n  atoms. Al1 
attempts to cultivate S. wolfi  on LCFA have b e n -  
unsucoessful even in media supplemented-vvith calcium (Roy 
et ah 1985). Moreover, in contrast to S f  wolfei strain OM 

- 

does not use isoheptanoate. Therefore, a new species Syntro- 
phomonas sapovorans sp. nov. is proposed. Consequently, 
the original description of the genus Syntrophomonas 
(McInerney et al. 1981) has to be emended to  take into 
account the ability of this proposed new species to use fatty 
acids with a chain length longer than 8 carbon atoms. 

Emended description of the genus Syntrophomonas 

syn.tro.pho.mon'.as, Gr.adj.syn together Mth; Gr.n.trophos 
one who feeds; Gr.n.monas a unit, monad; M.L. fem.n. 
Syntrophomonas, monad which feeds together with 
(another species). 

Non-sporing, Gram-negative, slightly helical or cuwed 
rods, 0.5 to 1.0 by 2.0 to 7.0 p with rounded ends. Most 
cells occur singly o r  in pairs. Multiplication by binary 
fission. Cells possess at least two flagella that are laterally 
inserted on the concave side of the cell. Under most 
conditions, cells exhibit only a sluggish twitching motility. 
Cells have a multilayered Gram-negative ce11 wali, are 
chemoorganotrophic and 8-oxidii fatty acids anaerobically 
with protons serving as electron acceptors. Growth and 
degradation of fatty acids occur only in syntrophic associ- 
ation with Hz-utilizing bacteria and are stimulated by B 
vitamins and amino-acids or rumen fluid. Carbohydrates, 
proteinaceous materials, alcohols or other organic com- 
pounds do not support growth. Common electron acceptors 
such as fumarate, malate, nitrate, oxygen, sulfate, sulfite, 
sulfur, thiosulfate are not utilized. 

Isolated from anaerobic environments such as aquatic 
sediments, digestor sludge and rumen digesta where organic 
matter is degraded with CO2 and CH, as the major products. 

The type strain of the genus is the Gôttingen strain, 
Syntrophomonas wolfei DSM no 2245. 

Description of Syntrophomonas sapovorans 

sa.po'vo.rans.L.n.sapo soap: L.v.voro to devour; 
M.L.part.adj. sapovorans devouring soap (i.e. long chain 
fatty acids). 

Cells posses two to four flagella. Linoleate, oleate, 
elaidate and saturated linear fatty acids up to 18 carbon 
atoms are 8-oxidized. Even numbered fatty acids are 
degraded to propionate, acetate and . Hz. Linoleate, 
branched-chain and substituted fatty acids are not used. 
Both amino acids and B-vitamin mixture are required for 
growth. For degradation of fatty acids longer than 8 carbon 
atoms, calcium is required. 

pH range: 6.3-8.1 with an optimum at 7.3. 
Growth at 25 -45°C with an optimum at 35OC. 
The type strain is the INRA strain DSM 3441 in 

coculture with M. hunnatei strain J F  1. - 
As Gram-negative non spore-forming rod, strain OM has 
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X I .  CARACTERISATION HICROBIOCOGIQUE €T BIOCHIHIQUE 

- 

DE PESULFOBULBUS ELONGATUS 

Les numérations sur milieu sulfate ont montré que les bactéries 

sulfatoréductrices dégradant le propionate et le butyrate sont, dans les 

digesteurs, largement sous dominantes par rapport aux organismes 

syntrophes. Les faibles concentrations de sulfate détectées dans les 

effluents suffisent à expliquer leur présence dans les faibles dilutions 

et elles n'interviennent probablement pas en tant que bactéries O.H.P.A.. 

Ceci confirme les observations de Widdel (1980)  qui a montré qu'aucune 

des souches sulfatoréductrices qu'il avait isolé sur différents acides 

gras ne pouvait être cultivée en absence de sulfate en association avec 

une méthanogène. 

Les bactéries du genre Desulfobulbus dégradent le propionate en 

acétate et possèdent des activités hydrogénasiques puisqu'elles sont 

capables d'utiliser l'hydrogène comme seule source d'électrons. Afin de 

comprendre les raisons de l'absence de transfert d'hydrogène entre ce 

type de bactéries et les méthanogènes, nous avons étudié chez 

Desulfobulbus elongatus la régulation de l'activité hydrogénasique et les 

protéines de transfert d'électrons impliquées dans le métabolisme de 

l'hydrogène et du propionate. 

D- elongatus a été purifié à partir d'un enrichissement méthanogène 

dégradant le propionate et nous présentons tout d'abord son isolement, sa 

caractérisation et sa description en tant que nouvelle espèce. 
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Summary 

From a methanogenic enrichment with propionate as sole carbon source, a new gram 
negative, propionate degrading sulfate reducer was isolated. The cells of this strain FP 
are motile rods sometimes slightly curved. The DNA base ratio is 59 mol% guanine plus 
cytosine. Like Desulfobulbus propionicus strain FP lacked desulfoviridin and its sulfite 
reductase was identified as desulforubidin. In the presence of sulfate, strain FP oxidises 
propionate, lactate, pyruvate, ethanol and propanol to acetate. Lactate and pyruvate are 
fermented to acetate and propionate in the absence of sulfate. Thus, strain FP is nutri- 
tionally related to the genus Desulfobulbus. According to its morphology and to whole 
ce11 protein patterns, a new species, Desulfobulbus elongatus is proposed. 

Key words: Desulfobulbus elongatus - Propionate - Anaerobic degradation - De- 
sulforubidin - Propionic fermentation - Sulfate reduction 

Introduction 

In the absence of light and inorganic electron acceptors such as nitrate or sulfate, 
propionate is degraded to  acetate and methane by syntrophic association of obligate 
hydrogen producing bacteria like Syntrophobacter wolinii and hydrogenophilic 
methanogens (Boone and Bryant, 1980). 

In the presence of sulfate, propionate supports the growth of various sulfate 
reducing bacteria which were classified in two groups by Pfennig et al. (1981). The 
first group includes genera able to  oxidize completely propionate and other fatty 
acids to  CO,: Desulfococcus (D.  multivorans), Desulfonema (D.  limicola and D. 
magnum) and Desulfosarcina (D.  variabilis). Bacteria belonging to the second group 
oxidize incompletely propionate t o  acetate and are included in a sole genus, namely 
Desulfobulbus, characterized by ellipsoidal cells and the lack of desulfoviridin. 

We report in this paper the isolation and the characterization of a rod - shaped 
propionate degrading sulfate reducer, the strain FP belonging to  the genus Desulfo- 
bulbus. According to its specific cellula; characteristics, we propose a new species 
Desulf obulbus elongatus. 
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- Material and ~ e t h o d s  

Sources of microorganisms 

Desulfobulbus propionicus Lindhorst (DSM 2032), Desulfouibrio "baculatus" Norway 
4 (DSM 1741), Methanospirillum hungatei JF1 (DSM 864) and Methanobreuibacter arbori- 
phîlicus AZ (DSM 744) were purchased from the German collection. Desulfovibrio Madi- 
son strain was a gift of Professor J. G. Zeikus. 

Media and culture conditions 

The anaerobic technique of Hungate modified by Miller and Wolin (1974) was used 
throughout this study. Carbonate buffered basal medium (Zeikus and Wolfe, 1972) modi- 
fied according to Samain et al. (1982) served for enrichments, enumeration and culture 
under low sulfate concentration. In the high sulfate basal medium, NH,C1 was omitted 
and the final concentration of sulfate raised to 20 mM by adding (NH,), SO, (.1.24 g/l) 
and Na2S0, (1.5 gll). Prior to autoclaving, cysteine-HCl(0.5 gll) was added as the reducing 
agent. Substrates were aseptically added from sterile stock solutions and their final con- 
centration was usually 20 mM. Routinely incubations were performed at 35 OC and pH 7.3. 
Isolation was achieved in anaerobic roll-tubes on the high sulfate medium solidified with 
1.5% agar in the presence of 20 mM propionate. Individual colonies were purified and 
then transferred to the same liquid medium inside an anaerobic glove box (Forma Scientific 
mode1 1024). 

Enumeration of methanogens and propionate oxidisers was carried out by the three 
tubes most probable number method with the following substrates: H2/C0,, acetate, 
propionate, propionate plus sulfate. 

Analytical methods 

Growth was followed in anaerobic culture tubes (18 x 160 mm) by measuring the 
increase of turbidity at 550 nm. Volatile fatty acids were determined by gas chromato- 
graphy. Sulfide concentration was monitored with a sulfide electrode (Orion mode1 9416). 

DNA base content 

The DNA was purified according to Marmur (1961). Thermal denaturation assays were 
performed in triplicate on a Uvikon 810 ~~ectrophotometer. Meiting points (Tm) were 
computed by the method of Ferragut and Leclerc (1976) and the mole '/O G + C was cal- 
culated according to the equation of De Ley (1970). 

Characterisation of desulforubidin and cytochromes 

Cells grown on lactate plus sulfate (13 g wet weight) were suspended in 13 ml Tris-HC1 
buffer 10 mM - pH 7.6. After disruption in a French pressure ce11 at 20000 psi, debris were 
removed by centrifugation (16000 g - 20 mn) and membrane fraction was recovered by 
further centrifugation a t  140000 g for 1 hour. The clear supernatant (soluble fraction) 
was applied to a DEAE cellulose column (2 x 25 cm) equilibrated with the same buffer. 
Proteins were eluted with a linear concentration gradient up to 500 mM. 

In the column eluate, desuiforubidin was identified by its absorption spectrurn and its 
sulfite reductase activity was checked manometrically (Lee et al., 1973a). 

Cytochromes were characterised in the membrane fraction and in the DEAE-cellulose 
eluate by spectroscopy after reduction of the solution by a few crystals of sodium dithionite. 

Enzyme assays 

Hydrogenase activity was measured by the hydrogen evolution assay from reduced 
methyl viologen, as described by Le Gall et al. (1982) and modified as follows: temperature 
was 35 OC and 50 ml of ce11 suspension was added to a 5 ml mixture. 
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1 Polyacrylamide gel electrophoresis 
Wet cells (100 mg) were lysed (20 mn, 100 O C )  in 1 ml of Tris buffer (3 M - pH 8.9) 

containing SDS (5% vlv), B mercaptoethanol (5% vlv) and glycerol (20% vlv). The sepa- 
ration gel was composed of a linear 7 to 15% polyacrylamide gradient, the slabs (15 x 15cm) 
were electrophoresed at constant voltage at 200 V (12 V/cm) in Tris buffer (2 M, pH 8.9) 
containing glycine (0.25 M) and SDS-(0.1% WIV). Gels were stained for 16 h with a 0.25% 
WIV solution of Coomassie brilliant Blue R in aqueous methanol(50/50). 

Electron microsCopy 

Negative staining was performed with phosphotungstic acid (1% WIV). Prior to trans- 
mission electron microscopy ultra-thin sections were stained with uranyl acetate and lead 
citrate according to Reynolds (1963). 

1 Results 

~ 
1 Enrichment, isolation and enumeration 

A methanogenic stable enrichment degrading propionate was established £rom 
a mesophilic contact anaerobic digester fed with vegetable canning waste waters. 
After seven transfers on propionate medium with low sulfate concentration (0.48 
mM), bacterial clumps were fluffy and gave a clear supernatant. Phase contrast 
microscopy revealed a network of Methanothrix-like filamentous methanogens 
entrapping various rod-shaped baaeria. A strict anaerobe, strain FP, was isolated 
£rom the dilution after 10 days of incubation. Attempts to isolate a propionate 
syntroph according to  the lawn technique of Boone and Bryant (1980) were un- 
successful either in the presence of Desulfovibrio Madison strain, Methanobrevi- 
bacter arboriphilicus AZ or Methanospirillum hungatei JF1. 

In the anaerobic sludge, 4 x IO6 cells per ml degrading acetate into methane 
were counted after 12 weeks of incubation. The prevailing organisms in the last 
positive tubes were long filamentous non-fluorescent bacteria similar to Methano- 
thrix. No clumps of Methanosarcina-like methanogens were observed. Enumeration 
of hydrogenophilic methanogens led to 4 x IO7 cells per ml. The organisms were 
straight non - motile fluorescing rods similar to Methanobacterium formicicum. 
In low sulfate media, 2.3 x IO6 cells performing acetogenesis with hydrogen pro- 
duction from propionate were counted. The fermentation produas were only 
methane and carbon dioxide. Methanothrix-like filament, fluorescent straight rods 
and short non-motile rods were present. With sulfate, similar enumerations were 
obtained but 4 x IO5 propionate utilizing sulfate reducers per ml were counted as 
evidenced by hydrogen sulfide production and the absence of methanogenesis. The 
sole fermentation product was acetate. In this sulfide positive tubes, prevailing 
organisms were motile rods similar to strain FP. No onion or lemon shaped bacteria 
were observed. 

Morphology and cellular characteristics 

On agar sulfate medium, colonies (1 to 2 mm) were black and lenticular. The 
isolated organism was a Gram-negative, motile straight or slightly curved rod with 
pointed ends. Cells (0.5-0.7 pm X 1.5-2.5 pm) appeared usually singly or in pairs 
(Fig. 1). Negatively stained samples showed a single polar flagellum and sometimes - 

fimbriae. Transmission electron microscopy revealed an outer membrane (Fig. 2a). - 

26 Systematic and Applied Microbiology, Vol. 5 
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Some cells showed polysaccharidic inclusions (Fig. 2b) that were confirmed by 
Thiery's staining (Thiery, 1967). Spores were never evidenced neither by phase 
contrast microscopy nor after heat shock (10 mn at 80 O C ) .  

Fig. 1. Phase contrast photomicrograph of strain FP. 
Bar equals 5 Pm. 

Thermal denaturation of DNA yielded a content of 59.0 +/- 0.6 mol% G + C. 
Desulfoviridin was never deteaed either by the Postgate test (Postgate, 1979) or 

by a characteristic absorption of crude extracts at  628 nm. Desulforubidin eluted 
from DEAE cellulose columns around a concentration of 250 mM and was further 
characterised by spearoscopy (absorption peaks at 392, 544 and 580 nm) (Fig. 3) 
and sulfite reductase assays. We also found this protein in extracts of Desulfobulbus 
propionicus Lindhorst. In addition, three fractions eluting respectively near 10,110, 
180 mM contained c-type cytochroms exhibiting characteristic absorption maxima 
at 418, 522 and 551 nm after dithionite reduction of the solution, whereas the 
membrane fraction contained mainly b-type cytochroms (absorption peaks at 420, 
525,557 nm). 

Polyacrylamide gel electrophoresis of cellular proteins 

The patterns of the protein bands from lactate + sulfate grown cells clearly 
differenciated Desulfovibrio Norway 4 (Fig. 4, lane a) from the other species. Strain 
FP and D. propionicus Lindhorst gave sirnilar overall protein patterns but the 
former lacked five protein bands at 20, 46, 100, 110 and 170 kilodaltons (Fig. 3, 
lane c). In addition, D. propionicus extracts contained four specific proteins with 
molecular weights ranging between 36,000 and 40,000 daltons (Fig. 4, lane d). 
Cultivation of strain FP on propionate plus sulfate resulted in the lack of three 
major protein bands with molecular weights of 48, 54 and 68 kilodaltons (Fig. 4, 
lane b). 
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Fig. 2 a-b. Electron micrographs of thin sections of strain FP. 
Bar equals 0.3 Pm. 
Note, a the multilayered ce11 wall, b the polysaccharidic inclusions. 

il LLE @ 
Growth conditions 

The pH range of growth of strain FP was 6.0 to 7.8 with an optimum a t  pH 7.0. 
Growth occured between 20 OC and 40 OC but not at  45 OC. The optimum tempera- 
ture was 35 OC. Ammonium salts were used as sole nitrogen source. Yeast extraa, 
rumen fluid or casaminoacid did not improve the growth rate. Among the 10 vita- 
mins present in the basal medium, only p-aminobenzoïc acid was required. 

Instead of sulfate, thiosulfate-and sulfite were used as electron acceptors. Neither 
nitrate nor fumarate were utilised. 



396 E. Sam_ain, H. C. ~uboukuier,  and G. Albagnac 
- 

I 

400 500 600 
WAVELENGTH (nm) 

Fig. 3. Absorption spectrum of desulforubidin from strain FP. The insert shows the de- 
sulforubidin from Desulfouibrio desulfuricans strain Norway 4 (Lee et al., 1973 b). 
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0 50 100 
Time (hoi i rs)  

Fig. 5. Batch culture of strain FP on  propionate sulfate media. 
*) growth (OD,,, nm - 1 cm length path) 
('C;o acetate 
(O) sulfide 
( A) propionate 

In batch culture on propionate sulfate medium, a minimum doubling time of 12 h 
was observed in the early stage of growth (Fig. 5). After 30 h, growth was linear. 
The experirnental balance was in good agreement with the theoretical stoichiometry 
of propionate oxidation to acetate and CO, with sulfate as electron acceptor. The 
other substrates used by strain FP are indicated in Table 1. In the presence of sulfate, 

Table 1. Substrate utilisation by strain FP 

Substrates Low sulfate medium Sulfate medium 
(a) Growth Product Growth Product (mM) 

A 550 nm Acetate Propionate A 550 nm Acetate 

Lactate 0.31 8.5 14 0.66 24 
Pyruvate 0.64 16 7 0.68 25.2 
Ethanol O nd nd 0.38 23 
Propanol O nd nd 0.35 14.6 
Propionate O nd nd 0.29 25.1 
H2 : CO, O nd nd 0.27 nd 

(a) 25 m M  were added except for  propanol (15 rnM) and Hz: COz (80: 20 mixture under 
2 atm.) 

Fig. 4. Whole ce11 protein patterns. 
a) Desulfouibrio desulfuricans, strain Norway 4, grown on  lactate + sulfate. 
b) Strain FP grown on propionate + sulfate. 
C) Strain FP grown on  lactate + sulfate. 
d)  Desulfobulbus propionicus strain Lindhorst grown on  lactate + sulfate. 
e) Calibration kit; from the top the rnolecular weights are respectively 94000, 67000, 

43000, 30000,20 100, 14400. 
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lactate, etlianol, pyruvate and propanol were incompletely oxidiied t o  acetate. 
Hydrogen can be used as sole electron donor but in this case acetate and CO2 were 
required as carbon sources. Other substrates including methanol, n-butanol, iso- 
propanol, acetate, but~rate ,  malate, fumarate, succinate, formate, glucose, fructose 
and xylose were not used. In low sulfate media, growth occured on lactate and 
pyruvate which were fermented t o  a mixture of acetate and propionate. Ethanol 
was not fermented. 

Strain FP did not grow on propionate and ethanol in CO-culture with Methano- 
spirillum hungatei or  Methanobrevibacter arboriphilicus. 

Hydrogenase activities 

When grown with H, as elearon donor, significant h~drogenase aaivity was 
measured in ce11 suspensions of strain FP (2pmol H, . mn-' - mg-' dry cells), where- 
as cells grown on  lactate or  propionate with sulfate as electron acceptor, hydro- 
genase activities were very low (0.19 pmol . mn-l . mg-' dry cells). 

Discussion 

Ecological aspects 

The results of enumeration presented here show that, in anaerobic digesters, 
propionate is mainly oxidized to acetate by syntrophic bacteria such as Syntropho- 
bacter wolinii (Boone and Bryant, 1980). In our samples, the Hz-scavenger is mor- 
phologically similar to Methanobacteriurn formicicum and the produced acetate 
is further metabolised by a filamentous acetophilic methanogen. 

On the other hand, counts of propionate degrading sulfate reducers are a t  least 
10 times lower than those of obligately hydrogen producing acetogenic organisms 
and, thus, suggest that propionate is not oxidised by sulfate reducers by interspecies 
H,-transfer. This is supported in this work by the inability to establish CO-cultures 
of the strain FP with various hydrogenophilic methaiiogens. The late results are 
consistant with those obtained by Widdel(1980) and Mclnerney and Bryant (1980) 
with respectively D. propionictts and other propionate utilising sulfate reducers. 

- - - 

These failures are probably due to  the very low hydrogenase activity measured 
when cells are grown on lactate or  propionate with sulfate. In contrast, Desulfo- 
vibrio species, which present high hydrogenase levels when grown on lactate plus 
sulfate, are able to catabolise lactate with interspecies liydrogen transfer (Bryant 
et al., 1977). Consequently, the presence of the propionate degrading strain FP in 
the anaerobic sludge is due to low but significaiit amounts of sulfate as demon- 
strated by siniilar colints obtained in the low sulfate iiietliatiogetiic eiirichments. 

Enrichment of Desulfovibrio degrading propionate have beeii previously described 
(Jankowski and Zobell, 1944). A short non-motile rod with pointed ends, Desulfo- 
ristella hydrocarbonoblastica was described as using formate, lactate, acetate and 
propionate (Hvid-Hansen, 1951). But the original culture lias been lost and the 
Subcomtiiittee on Sulfate-Reducing Bacteria (ICSB) has iiot accepted this species 
in the 9th Edition of Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1984). 
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At the present time, Desulfobutbus is .the only recognized genus of baaeria able 
to oxidize incompletely propionate to acetate and is charaaerised by a peculiar 
morphology, i.e. "ellipsoidal cells, often lemon or onion shaped with pointed ends" 
(Widdel and Pfennig, 1982). In spite of its different shape, strain FP is closely related 
to Desulfobulbus by its metabolic properties and DNA base content. On the other 
hand, electrophoretic patterns of whole-ce11 proteins become an established method 
of classifying bacteria (Kersters and De Ley, 1975; Feltham and Sneath, 1979). 
Similarity between patterns of D. propionicus Lindhorst and strain FP were ob- 
served in this work. But these patterns differ at least in five major protein bands. 

In addition, this work shows that desulforubidin is not only found in Our strain 
but also in D. propionicus strain Lindhorst. This result extends the range of the 
occurence of sulfite reductase which was previously described in only one species, 
Desulfovibrio desulfuricans strain Norway 4 (Lee et al., 1973 b). The latter organism 
was recently classified as Desulfovibrio baculatus by Widdel and Pfennig (1984) and 
is morphologically similar to strain FP. But it is unable to oxidise propionate. 
However, the presence of desulforubidin in other sulfate reducers performing a 
complete oxidation of propionate to CO2 and lacking desulfoviridin, such as De- 
sulfovibrio barsii and Desulfosarcina variabilis, remains to be investigated. 

Considering the genera recognised in the 9th Edition of Bergey's Manual of 
Systematic Bacteriology and the general properties of the strain FP, we propose 
a new species, Desulfobulbus elongatus. 

Description of a novel species. 

Desulfobulbus elongatus sp. nov. 
e.lon.ga'tus L. adj. elongatus, elongated. 

Straight to slightly curved rod with pointed ends, 0.6-0.7 pm x 1.5-2.5 pm, mo- 
tile with a single polar flagellum. Fimbriae are present on some cells. Sulfate, sulfite, 
thiosulfate served as electron acceptor and are reduced to sulfide. Nitrate and fu- 
marate are not reduced. Propionate, lactate, pyruvate, ethanol, propanol are used 
and incompletely oxidised to acetate in the presence of sulfate. Sugars, fumarate, 
succinate, formate, acetate and butyrate are never used. Hydrogen is used as elec- 
tron donor in the presence of acetate and CO2 as carbon sources. In the absence 
of sulfate, lactate and pyruvate are fermented to a mixture of acetate and propionate. 
Growth occurs in minera1 medium with ammonium as sole nitrogen source. p-ami- 
nobenzoate is required. 

pH range: 6.0-7.8, optimum at 7.0 
Temperature range: 20 OC-40 OC, optimum 35 OC 
Presence of b and c-type cytochroms 
Absence of desulfoviridin but presence of desulforubidin 
The mol% G + C of the DNA of the type strain is 59.0 (Tm) 
Isolated froni anaerobic digester 
Type strain: DSM 2908 (strain FP of Samain) 
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A tetraheme cytochrome c3 was purified from extracts of Desulfobulbus elongatus. Redox potentiometry 
studies indicated that one of the four hemes has a uniquely high ET value (-30 mV), whereas the other 
three have a lower redox potential with E,,, values of - 165 mV. In the presence of a membrane preparation 
from Db. elongatus the cytochrome c3 is partially reduced (23% at pH 7.6) by succinate. The physiological 
significance of the high redox potential of this cytochrome c, is discussed as a function of the propionate 

metabolism of Desulfobulbus which is known to proceed via the succinate pathway. 

Cytochrome c, (Desulfobulbus) Redox potentiometry Succinate pathway 

1. INTRODUCTION 2. MATERIALS AND METHODS 

Cytochromes c3 constitute a class of multiple- 
herne cytochromes which are generally found in 
the sulfate-reducing bacteria belonging to the 
genus Desulfovibrio. They have low redox poten- 
tials and are considered as specific cofactors for 
the enzyme hydrogenase [l]. The two described 
species of Desulfobulbus, i.e. Db. propionicus and 
Db. elongatus, can be distinguished from the 
Desulfovibrio species by their ability to oxidize 
propionate into acetate and to ferment, in the 
absence of sulfate, lactate and pyruvate, into a 
mixture of acetate and propionate [2,3]. 

We found that lactate/sulfate-grown cells of 
Db. elongatus which contained extremely srnall 
amounts of hydrogenase activities [3] still contain- 
ed high level of a multiple-heme cytochrome c ap- 
parently related to cytochrome c3. We report here 
the purification, properties and possible 
physiological significance of this hernoprotein. 

Db. elongatus was grown on lactate/sulfate as 
described [3]. Wet cells (450 g) were resuspended 
in 0.01 M Tris-HC1 buffer (pH 7.6) and broken by 
passing through a Manton-Gaulin homogenizer. 
Purification was performed from the soluble frac- 
tion obtained after high-speed centrifugation, by 
conventional chromatography on DEAE-Bio-Gel, 
CM-Bio-Gel and hydroxyapatite. Several cyto- 
chromes c were separated but only the major 
fraction was purified to homogeneity with a final 
yield of 9 mg of electrophoretically pure protein 
which presented a purity index (Ass~,(re- 
duced)/Azs~,,(oxidized)) of 3.7. The pellet from 
the high-speed centrifugation (140000 x g for 1 h) 
was utilized as a source of succinate 
dehydrogenase. 

Protein concentration was determined by the 
method of Lowry et al. [4] with horse heart 
cytochrome c as standard. 

The number of c-type heme groups per 
cytochrome molecule was estimated by the 

Published by EIsevier Science Publishers B. V. (Biomedical Division) 
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pyridine hemochromogen technique by using a 
millimolar extinction coefficient of 29.1 at 550 nm 
[5]. Hydrolysis of protein and analysis of arnino 
acids were performed as in [6]. Cysteine was deter- 
mined as cysteic acid by oxidation with performic 
acid prior to acid hydrolysis. Redox titrationlcom- 
bined with spectrophotometry was carried out as in 
[7] in an anaerobic cuvette containing potassium 
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.6), pujified 
cytochrome c3 and 10 pM of each of the foilowing 
redox mediators: phenazine methosulfate, 2-hy- 
droxy-l,4-naphthoquinone, 2-hydroxy-l,4-anthro- 
quinone, methyl viologen. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

The amino acid composition of Db. elongatus 
cytochrome fi is show in table 1 and compared 
with three other cytochromes CS from different 
Dmlfovibrio species. The results clearly indicate a 
close relationship between the four hemoproteins, 
in particular the presence of eight cysteinyl 

Table 1 

Amino acid composition of Db. elongatus cytochrome 
c3 and comparison with other cytochromes c; 

Amino acid Db.elongatus D.vulgaris D.desulfuricans 
El Agheila 

LYS 1 O 20 15 
His 6 9 8 
Arg 2 1 1 
T ~ P  O O 1 
Asp + Asn 8 12 8 
Thr 8 5 5 
Ser 7 6 8 
Glu +Gin 10 5 6 
Pro 10 4 6 
G ~ Y  10 9 8 
Ala 14 10 13 
CYS 8 8 8 
Val 5 8 5 
Met 1 3 4 
Ile 3 O 2 
Leu 5 2 O 
Tyr 1 3 1 
Phe 2 2 3 

Total 110 1 07 102 

" From [14] 

August 1986 

residues which are indicative of the presence of 
four hemes per molecule. This was confirmed by 
the pyridine hemochromogen method that gave a 
value of 3.9 hemes c per molecule of 13.4 kDa as 
deterniined by sedimentation equilibrium. Assum- 
ing a composition of four hemes and a total of 110 
residues, a molecular mass of 13727 Da was 
calculated. The optical spectrum of the fully reduc- 
ed cytochrome shows that the four hemes are in a 
low-spin complex (table 2). Since histidinyl 
residues are the only external heme iron ligands of 
al1 other cytochromes c3 [8,9], the low value of the 
number of this residue (6 instead of 8) is unexplain- 
ed and may be due to a low yield during protein 
hydrolysis. Methionine may be excluded as a possi- 
ble ligand since the characteristic 690 nm band was 
absent as in al1 cytochromes c3 [IO]. 

The analogy with other cytochromes c3 is further 
substantiated by the fact that, in contrast to 
mitochondrial cytochrome c, Db. elongatus 
cytochrome 0 is fully reduced by molecular 
hydrogen in the presence of pure periplasmic 
hydrogenase from D. vulgaris. Redox poten- 
tiometry combined with optical spectroscopy 
(fig.2) showed that Db. elongatus cytochrome c3 
had two completely distinct classes of hemes with 
E,,, values of - 30 mV (-25% of reduction) and 
- 165 mV (-75% of reduction). It thus apbears 
that one of the four hemes has a uniquely high 
redox potential for a cytochrome c3. 

The presence of a high succinate dehydrogenase 
activity has been detected in Db. propionicus [ I l ]  
and is compatible with the proposed succinate 
pathway for propionate oxidation. Since the redox 
potential of the couple succinate/fumarate is close 
to that of the high-potential heme of Db. elongatus 
cytochrome c3, the reduction of this protein by suc- 
cinate in the presence of a particulate fraction was 

Table 2 

Absorption maxima and molar extinction coefficients of 
Db. elongatus cytochrome c3 

1 

Oxidized Dithionite-reduced i 
l 

A,,, (nm) 6 ( x  10-~) Am,, (nm) 6 (X 10-3) 

53 1 _ 35.6 55 1 116.5 
408 417.0 522 61.4 
280 31.4 418 717.9 
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Fig.1. Redox titration of Db. elongatus cytochrome c3. 
Absorbance was rneasured at 553 nm from 50 to 
- 140 mV and at 551 nm from - 140 to -350 mV. 

WAVELENGH tnm) 

Fig.2. Absorption spectra of Db. elongatus cytochrome 
c3: (-) oxidized; (---) reduced by succinate in the 
presence of a membrane preparation (protein 

- concentration, 50 ,ug/ml); (- - -)  reduced by sodium 
dithionite. To prevent reoxidation by oxygen these 
experiments were performed in an anaerobic cuvette. 

assayed. The result, shown in fig.1, indicates that 
only one heme is reduced (23070 of the total a-band 
at pH 7.6). 

It thus appears that, in Db. elongatus, the syn- 
thesis of tetraheme cytochrome c3 is not necessarily 
linked to a high specific activity hydrogenase, Fur- 
thermore, this hemoprotein is adapted to the 
presence of a succinate dehydrogenase within the 
ce11 since one of its hemes has uniquely acquired a 
redox potential which is compatible with the suc- 
cinate/fumarate redox couple. Some Desulfo- 
vibrio species can utilize fumarate as a terminal 
electron acceptor [12,13] and D. multispirans was 
shown to contain a unidirectional fumarate reduc- 
tase [12]. However, the presence of a high- 
potential cytochrome c3 in these organisms has not 
been reported. Further studies will involve the 
cellular localisation of both succinate 
dehydrogenase and cytochrome c3 as well as the 
search for intermediary electron transfer proteins. 
Preliminary experiments have shown that 
solubilized preparations of succinate dehydro- 
genase are unable to reduce the cytochrome s with 
succinate. This suggests that other redox com- 
ponents, possibly quinones, are necessary for elec- 
tron transfer between succinate dehydrogenase and 
cytochrome c3. 
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Succinate dehydrogenase was purified from the particulate fraction of Desulfobulbur. The enzyme catalyzed 
both fumarate reduction and succinate oxidation but the rate of fumarate reduction was 8-times less than 
that of succinate oxidation. Quantitative analysis showed the presence of 1 mol of covalently bound tiavin 
and 1 mol of cytochrome b per mol of succinate dehydrogenase. The enzyme contained three subunits with 
molecular mass 68.5, 27.5 and 22 kDa. EPR spectroscopy indicated the presence of at least two iron sulfur 
clusters. 2-Heptyl-4-hydroxyquinoline-N-oxide inhibited the electron-transfer between succinate dehydro- 

genase and a high redox potential cytochrome c, from Desuljobulbus elongatus. 

Succinate dehydrogenase; EPR; Succinate pathway; Iron-sulfur center; (Desulfobulbus elongatus) 

1. INTRODUCTION 

The interesting characteristic of the sulfate 
reducing bacteria belonging to the genus 
Desulfobulbus is their ability to  oxidize propionate 
and to ferment, in the absence of sulfate, pyruvate 
and lactate into a mixture of acetate and pro- 
pionate [Il. The two species which have been 
described so far namely Db. propionicus [l] and 
Db. elongatus (21 have been shown to possess the 

degradation of propionate occur via the succinate 
pathway and high levels of fumarate reductase and 
succinate dehydrogenase activities have been 
found in extracts of Db. propionicus [3]. 

An unidirectional fumarate reductase has 
recently been isolated from another sulfate reduc- 
ing bacterium Desulfovibrio multispirans which 
can use fumarate as a respiratory substrate but is 
unable to  oxidize propionate [4]. 

same metabolism although their morphology was 2- MATERIALS AND METHODS 
significantly different [2]. It has been 
demonstrated that both the formation and the 2.1. Growth of the organism and preparation of 

the membrane fraction 
Correspondence address: J. LeGall, Department of 
Biochemistry, School of Chemical Sciences, University 
of Georgia, Athens, GA 30602, USA 

Abbreviations: FR. fumarate reductase; SDH, succinate 
dehydrogenase; DCPIP, 2,6-dichlorophenol-indophe- 
nol; PMS, phenazine methosulfate; HHOQnO, 2- 
heptyl-4-hydroxyquinoline-N-oxide; MK-S(H*), mena- 
quinone-5- with saturated isoprenoid side chain; 
CIHgPhSO3H, 4-chloromeriphenylsulfonate 

Db. elongatus was grown on  lactate medium as 
described [2]. Cells (450 g wet wt) were mixed with 
10 mM Tris-HC1 buffer (pH 7.6) to give a 1:3 
(w/v) suspension and were broken by passing 
through a Manton-Gaulin homogenizer two times 
a t  9000 psi. A few rnilligrams of DNase were add- 
ed to  lessen the viscosity of the crude extract. The 
preparation was treated with neutralized strep- 
tomycin -sulfate (OS5 mg/mg protein) and cen- 
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1 trifuged at 13000 x g for 30 min at 4OC. The fumarate. No activity could be detected when 

j supernatant was recentrifuged at 140000 x g for methylviologen was used as an electron donor in 
I i 90 min at 4OC. The pellets from the two cen- the presence of hydrogen and hydrogenase as 

1 tnfugations were combined and suspended in a described in [4] for the determination of D. 
final volume of 560 ml of Tris-HC1 buffer (pH multispirans FR activity. 
7.6). This preparation was considered as the mem- Protein concentrations were determined with the 
brane fraction. Lowry method [5] using bovine serum albumin as 

i the standard. The carbonate solution was sup- 
! 2.2. Solubilization and isotation of succinate plemented with 2% SDS to prevent precipitation 

tiehydrogenase due to the presence of Triton X-100. 
Unless indicated al1 buffers were adjusted to pH Total iron was determined by plasma emission 

7.6 and al1 procedures were carried out at 4°C. spectroscopy using a Jarrel-Ash model 750 atom- 
Sodium cholate was first added to the membrane corp. Nonheme iron was measured colorimetrical- 
fraction at a concentration of 2 g/l. After stirring ly with bathophenanthroline [6]. 
for 4 h the preparation was centrifuged at Total flavin and nonacid extractable flavin were 
140000 x g for 1 h. The pellet was suspendeci in determined by the method of Rao et al. [7]. 
460 ml of 20 mM Tris-HC1 buffer containing 1% 
Triton X-100. This preparation was stirred over- 2.4. Electrophoresis and molecular mass 
night and then centrifuged for '1 h at 140000 x g. determination 
The pellets were washed with 250 ml of the same Subunit composition was determined by SDS- 
extraction buffer and recentrifuged. The two 1 s t  polyacrylamide gel electrophoresis [8] and 
supernatants which contained most SDH activity molecular mass of the undissociated enzyme by 
(table 1) were combined and called Triton extract. sedimentation equilibrium technique. 
SDH was separated from other components pre- 
sent in the Triton extract through successive DEAE 2.5. Electron paramagnetic spectroscopy 
and Ultrogel ACA 34 columns. The recovery of the EPR measurements were performed with a 
initial activity present in the membrane fraction Varian E-109 spectrometer interfaced with a 
was 20010 with a 14-fold increase in specific activi- Hewlett Packard model 9816 microcomputer. 
ty. The purified preparation was free of 
cytochrome c but al1 attempts to remove the 3- RESULTS AND DISCUSSION 
cytochrome b were unsuccessful. 

2.3. Assays and metal determination 
SDH activity was determined spectrophoto- 

metrically by measuring the decrease in absorbance 
at 600 nm (6 = 18 m ~ - ' )  caused by the reduction 
of DCPIP by succinate in the presence of PMS. 
The assay mixture contained 50 mM Tris-HCI buf- 
fer (pH 7.6), 0.05 mM DCPIP, 0.05 mM PMS, 
10 mM sodium succinate. The reaction was started 
by the addition of the enzyme. Fumarate reductase 
activity was determined spectrophotometrically by 
measuring in anaerobic cuvettes the decrease in ab- 
sorbance at 436 nm (6 = 10.6 m ~ - ' )  caused by the 
oxidation of reduced FMN by fumarate. The assay 
mixture contained 50 mM Tris-HC1 buffer (pH 
7.6), 10 mM sodium fumarate, 0.2 mM FMN. The 
FMN was reduced by the addition of a few 
microlitres of 10 mM sodium dithionite solution. 
The reaction was started by the addition of 

3.1. Localization and activities of SDH 
Db. elongatus SDH was a tightly membrane- 

bound enzyme as shown by the fact that sodium 
cholate was not sufficient to extract it. In contrast, 
Triton X-100 readily solubilized the enzyme with a 
yield superior to 90%. The purified SDH catalyzed 
both fumarate reduction and succinate oxidation 
and, the rate of fumarate reduction was 8-times 
less than that of succinate oxidation. The same 
ratio was also observed in the crude extract and in 
the membrane fraction. The apparent Km values 
for fumarate reduction and succinate oxidation 
were found to be equal to 14.9 and 23.8pM, 
respectively. This and also the fact that resting cells 
of Db. elongatus grown on a lactate sulfate 
medium oxidize propionate and produce pro- 
pionate from lactate without any lag [9], suggest 
that the same enzyme catalyzes in vivo both 
fumarate reduction and succinate oxidation 
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although it cannot be ruled out that another en- 
zyme was present but undetected. These results 
also suggest that Db. elongatus is different from 
Escherichia coli which has two distinct enzymes, 
an SDH involved in aerobic respiration which is 
repressed during anaerobic growth and an FR 
which participates in the anaerobic respiration 
with fumarate as the electron acceptor and which 
is repressed during aerobic growth [10,11]. 

3.2. Molecular mass, subunits and stoichiometry 
Sedimentation equilibrium studies indicated a 

molecular mass of 170 kDa. SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis revealed three major bands with 
apparent molecular masses of 68.5, 27.5 and 
22 kDa for a total of 118 kDa. The purity of the 
preparation was estimated to be 90%. The high 
value of the molecular mass calculated from the 
sedimentation equilibrium studies can be explained 
by the binding of Triton X-100 molecules to the en- 
zyme as it was shown in the SDH of Neurospora 
crhssa [12]. Assuming a molecular mass of 

Table I 

Solubilization and purification of Db. elongatus SDH 

Purification steps Specific Total units 
activitya 

Membrane fraction 0.78 11 800 
Cholate pellet 0.75 9720 
Triton extract 0.80 8860 
DEAE Bio-Gel 8.16 3.212 
ACA 34 11.12 2450 

a ~ m ~ l  DCPIP reduced/min x mg protein 

118 kDa, quantitative analysis showed the 
presence of 1 mol cytochrome b, 1 mol flavin and 
8 mol nonheme iron per mol SDH (table 2). The 
protoheme of the cytochrome b was extractable by 
acetone-HC1 and the flavin was not acid extrac- 
table and thus covalently bound to the protein. It 
is to be noted that both E. coli and Vibrio suc- 
cinogenes SDH preparations also contain b-type 
hemes [13,14]. 

3.3. Light absorption 
The light absorption of the purified SDH show- 

ed in its oxidized state peaks at 414 and 530 nm 
due to the cytochrome b and a shoulder at around 
450 nm due to the flavin (fig.1). Addition of suc- 
cinate resulted in partial reduction of both 
cytochrome b and flavin as indicated by the shift 
of the Soret peak to 429 nm, thèappearance of the 
peak at 560 nm and the decrease of absorbance in 
the 450 nm region. Complete reduction of flavin 

Table 2 

Quantitative analysis of Db. elongatus succinate 0.2 . , . . 
dehydrogenase 

Iron, heme and flavin .. . ..: .. ... -.*;.:,,., 
content in atoms o r  mol 

per 170 kDa protein 400 500 600 
UAVELENGTH (NU) 

Non acid extractable flavin 0.68 
Total iron 9.70 
Nonheme iron 7.50 
Heme b 0.91 

Fig. 1. Absorption spectra of Db. elongatus succinate 
dehydrogenase: (- - -) oxidized; (-- -) reduced by 
10 mM succinate; (***) reduced by dithionite. The 

protein concentration was 0.75 mg/ml. 
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Fig.2. EPR spectra of Db. elongatus succinate 
dehydrogenase (IO mg/ml of protein in 50 mM 
potassium phosphate buffer, pH 7.6): (A) as prepared, 
receiver gain 1.25 x Io4; (B) as A, but reduced with 
10 mM sodium succinate for 10 min, receiver gain 2.5 x 
IO4; (C) as A, but reduced with slight excess of sodium 
dithionite for 3 min. receiver gain 1.25 x 104. EPR 
conditions were: temperature, 6 K; microwave 
frequency, 9.244 GHz; scanning rate, 40 mT/min; time 
constant, 0.13 s; modulation amplitude, 1 mT; 

microwave power, 0.02 mW. 

and cytochrome b was observed after addition of 
sodium dithionite. In the presence of air, reduced 
cytochrome b was not readily reoxidized. 

3.4. Iron-sulfur clusters and EPR spectroscopy 
SDH in the native state exhibited a complex ax- 

ial EPR signal with g values at 2.02 and 1.93 when 
measured at 6 K (fig.2). This EPR signal very like- 
ly arises from either a [3Fe-XS] or a superoxidized 
[4Fe-4S] cluster. On reduction with succinate, the 
initial signal disappeared and was replaced by a 
weak rhombic EPR signal with g values at 2.03, 
1.94 and 1.87. Also, a signal appeared at g = 2.00 
which is attributable to a flavin semiquinone 

May 1987 

radical species. The subsequent further addition of 
succinate had no effect on  the latter signals. 
However, when sodium dithionite was added to 
SDH, the flavin half reduced species at g = 2.00 
was not detected and a yet more complex rhombic 
EPR signal was observed with g values a t  2.05, 
2.03, 1.94, 1.93 and 1.87 indicating that a [4Fe-4S] 
species may have been reduced. 

Morningstar et al. 115) observed in E. coli 
fumarate reductase an EPR signal with a sharp 
peak at g = 2.02, a broad trough at 1.97 with an 
extended tail toward high. field and a distinct 
shoulder at g = 1.99 and assigned this signal to an 
oxidized 3Fe cluster. The spectrum noted in this 
study (fig.2A) for the native state of succinate 
dehydrogenase is strikingly similar (with yet a 
broad shoulder and tail) with the spectrum by 
Morningstar et al. [15]. They confirmed the nature 
of the 3Fe cluster by magnetic circular dichroism 
spectroscopy. By comparison, we tentatively 
assign the g = 2.02 signal in this study to a 3Fe 
cluster and will await confirmation of this assign- 
ment by magnetic circular dichroism and 
Mossbauer spectral studies in the near future. 

3.5. Inhibition studies 
A tetraheme cytochrome c3 which has a uniquely 

high redox potential and which is specifically 
reduced by succinate in the presence of a mem- 
brane preparation, has recently been isolated from 
Db. elongatus [16]. We showed here that HHO- 
QnO inhibited the reduction of this cytochrome c3 
(fig.3) but had no effect on the reduction of ferri- 
cyanide. Since Db. propionicus was found to con- 
tain menaquinone MK-5[Hz] [17], one can assume 
that it might mediate the electron-transfer from 
SDH to cytochrome c3. On the other hand, 
CIHgPhS03H inhibited the reduction of both 
cytochrome c3 and ferricyanide, suggesting that it 
reacts directly on the sulfhydryl groups of the 
SDH. 

3.6. Physiological signifcance 
Although Db. elongatus SDH and D. 

multispirans are both sulfate reducing bacteria, the 
properties of their SDH and FR are different. 
These differences can be interpreted in terms of the 
physiological significance of the two enzymes. 
Although in Db. elongatus an  FR is involved in the 
propionic fermentation of lactate and pynivate, 
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Fig.3. Effect of HHOQnO on the reduction of Db. 
elongatus cytochrome c3 (1.7pM) by succinate in 
presence of the membrane fraction (0.1 mg/ml): (- - -) 
control without HHOQnO; (***) 9 pM HHOQnO; ( - - -  
) 36 PM HHOQnO. The experiments were performed in 
anaerobic cuvettes under an atmosphere of oxygen free 

nitrogen. 

this organism does not grow by dismutation of 
fumarate as do D. gigas and D. multispirans 
[18,19]. This can be explained either by the low FR 
activity of Db. elongatus SDH or by the absence in 
this bacterium of a significant activity of the malic 
enzyme which catalyzes, in some Desulfovibrio, 
the direct conversion of malate to pyruvate [19] 
whereas, in Desuijobulbus, pyruvate formation 
from malate is obligatorily associated with the car- 
boxylation of propionyl CoA to methylmalonyl 
CoA [3]. On the other hand, as D. gigas and D. 
multispirans do not grow on propionate or  on suc- 
cinate, the presence of an SDH activity in these 
organisms is physiologically unnecessary. 
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INTRODUCTION 

Desulfobul bus i s a r e c e n t l y  descr ibed genus o f  s u l f a t e  reducing bac te r i a  

which d i f f e r s  from t h e  genus Desu l f ov i b r i o  by  i t s  a b i l i t y  t o  ox i d i ze  prop ionate 

i n t o  acetate and t o  ferment i n  absence o f  su l f a t e ,  pyruvate and l a c t a t e  i n t o  a 

m ix tu re  of acetate and propionate ( 1  ). The two descr ibed species, i - e  - D. 

propion icus ( 1 )  and D. elongatus (21, can use hydrogen as so le  e l e c t r o n  donor - 
but  are unable t o  degrade propionate i n  absence o f  s u l f a t e  by an in te rspec ies  

hydrogen t r ans fe r .  I n  D. elongatus, t h i s  f a i l u r e  could be r e l a t e d  t o  t h e  very - 
low hydrogenase a c t i v i  t i e s  observed i n  p rop iona te  o r  l a c t a t e  s u l f a t e  grown 

c e l l s  ( 2 )  compared t o  those detected i n  c e l l s  c u l t i v a t e d  on hydrogen p lus 

s u l f a t e  and i n  c e l l s  o f  any species o f  Desu l f ov i b r i o  i n  which hydrogenases are 

c o n s t i t u t i v e .  

I n  t h i s  paper we r e p o r t  on t h e  r e g u l a t i o n  o f  the  hydrogenase a c t i v i t y  and 

on i t s  poss ib le  phys i o l og i ca l  s i gn i f i cance .  

MATERIALS AND METHODS 

Growth o f  the  organisrn 

Desulfobulbus elongatus (DSE.1 M o  2908) was grown i n  a basal minera1 

carbonate bu f fe red  medium ( 2 )  e i t h e r  on prop ionate (30 mi41 w i t h  s u l f a t e  

(20 mM), o r  on l a c t a t e  (50 mll) w i t h  o r  w i t hou t  s u l f a t e  (25 mi.11, o r  on acetate 

( 5  mM) and s u l f a t e  (30 mM) under an H2:C02 (80:20 v /v )  atmosphere. 

Experiments w i t h  r e s t i n g  c e l l s  

Ce1 1s were anaerobical  l y  harvested by c e n t r i f u g a t i o n  (7,000 x g f o r  20 nn)  

and resuspended i n  the  anaerobic basal minera1 medium. C e l l s  suspensions (3  n l )  

were t rans fe red  i n  23 ml anaerobic serurn b o t t l e s .  A f t e r  e q u i l i b r a t i o n  a t  3j°C, 

t he  r eac t i ons  were s t a r t e d  by the a d d i t i o n  o f  subst ra tes.  
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Analyt ica l  techniques 

Acetate and propionate were determined by gas chromatography. Hydrogenase 

a c t i v i t i e s  were determined i n  whole c e l l s  e i t h e r  by measuring by gas 

chromatography the hydrogen evo lu t ion  from d i t h i o n i t e  reduced methylviologen 

( 3 )  or  spectrophotometr ical ly i n  anaerobic cuvettes by fo l lowing a t  550 nm the  

reduction o f  benzylviologen (2  mM) i n  presence o f  hydrogen i n  a Tris-HC1 b u f f e r  

(100 mM, pH 7.8). 

RESULTS AND DISCUSSION 

Hydrogenase a c t i v i t i e s  o f  c e l l s  o f  D. elongatus grown on l ac ta te  wi thout  - 
sul fa te  o r  on hydrogen p lus  s u l f a t e  were ten times higher than these o f  c e l l s  

grown on propionate o r  l a c t a t e  w i t h  su l f a te  (Table 11, whatever t he  hydrogenase 

t e s t  used was. 

Resting c e l l s  pregrown on l a c t a t e  w i th  o r  without s u l f a t e  converted 

without any lag  phase l a c t a t e  i n t o  acetate and propionate a t  about the saine 

rate. This suggests t h a t  t he  h igh hydrogenase a c t i v i t y  present i n  lac ta te  alone 

grown ce1 1s i s apparently not physio logical  l y  necessary f o r  the propionic 

fermentation o f  lactate.  

TABLE 1 
Metabolic a c t i v i t i e s  of r e s t i n g  c e l l s  o f  Desulfobulbus elongatus 

1 Substrates used 1 Propionate 1 Lactate 1 Propionate tormation 1 Hydrogenase 1 
1 f o r  the growth 1 degra- 1 degra- 1 from H2+C02 +acetate 1 a c t i v i t y  1 
1 o f  the r e s t i n g  1 da t ion  1 dat ion 1 
1 c e l l s  

I I 
I (1 )  1 (2)  1 (3 )  I ( 4  1 I 

I Lactate wi thout  I i i 
I s u l f a t e  ....... 1 3.12 ( 3.05 1 O. 83 

i i 
1 1.56 1 

1 Lactate w i th  1 1 1 
I sul fate ....... 1 2.84 1 2.78 1 0.01 

I I 
1 0.18 1 

1 Propionate w i th  1 1 1 1 1 
( s u l f a t e  ....... 1 4.24 1 O 1 O 1 0.18 1 
1 Hydrogen w i th  1 1 1 1 1 
I s u l f a t e  ....... 1 4.16 1 O 1 0.17 1 2.01 1 
I I I I I I 

(1 )  m o l e  o f  propionate degraded t o  acetate i n  presence o f  su l f a te  per mg o f  
dry ce1 1 and per hour 
(2 )   mole o f  l ac ta te  degraded t o  acetate and propionate i n  absence o f  su l f a te  
per mg o f  d ry  ce11 and per hour 
(3 )  m o l e  o f  propionate produced from H2 CO2 and acetate (50 mM) per mg o f  d r y  
ce11 and per hour 
(4 )  vmole o f  hydrogen produced from reduced methylviologen per mg o f  dry ce11 
and per mn. 
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- When "hydrqenase pos i t i ve "  c e l l s  were incubated i n  presence o f  propionate 

or  l ac ta te  w i t h  sul fate,  an immediate decrease o f  the hydrogenase a c t i v i t y  was 

observed (Fig. 1 1. However, when the  same experiment was performed under an 

atmophere o f  hydrogen, the hydrogenase a c t i v i t y  remained stable f o r  several 

hours. Since the  hydrogenase a c t i v i t y  o f  c e l l s  incubated i n  a l a c t a t e  su l f a te  

f r e e  medium d i d  not  show any s i g n i f i c a n t  va r i a t i on  even i n  presence o f  

chloramphenicol ( resu l  t not shown), the  loss - o f  a c t i v i  t y  observed i n  the 

l a c t a t e  o r  propionate s u l f a t e  medium cannot be on ly  explained by a repression 

o f  t he  hydrogenase synthesis. 

On the o ther  hand, a net  increase o f  hydrogenase a c t i v i t y  was observed i n  

"hydrogenase negative" c e l l s  when they were incubated i n  a lac ta te  s u l f a t e  f ree  

medium. As i t  was i n h i b i t e d  by chloramphenicol, t h i s  net  increase corresponds 

t o  a biosynthesis de novo. Since "hydrogenase negative" c e l l s  cannot metabolize -- 
e f f i c i e n t l y  hydrogen, t h e i r  incubation under hydrogen w i th  su l fa te  induced only 

a very weak increase o f  hydrogenase a c t i v i t y .  

Fig. 1. Regulation o f  hydrogenase a c t i v i t y  i n  res t i ng  ce1 1s of Desulfobulbus 
elongatus. Lactate wi thout  su l f a te  grown ce1 1s incubated i n  a l a c t a t e  su l f a te  
medium under n i t rogen ( O ) and under hydrogen ( A ). Lactate s u l f a t e  grown 
c e l l s  incubated under hydrogen w i th  s u l f a t e  ( A  ) and i n  a lac ta te  s u l f a t e  f ree  
medium i n  presence ( + ) and i n  absence ( ) o f  chloramphenicol . Hydrogenase 
a c t i v i t i e s  were determined spectrophotometr ical ly.  



1 i  order t o  i nves t i ga te  the  physiological s ign i f i cance o f  the  regu la t i on  

o f  the hydrogenate a c t i v i t y ,  we f i r s t  examined the inf luence o f  hydrogen on t h e  

ox ida t ion  o f  propionate by growing c e l l s  o f  - D. elongatus. Hydrogen (1 atm), 

added t o  a cu l t u re  a c t i v e l y  growing on propionate, ne i ther  was u t i  l ized, nor 

i n h i b i t e d  the  growth and the propionate u t i l i z a t i o n  rate.  

As c e l l s  grown on l a c t a t e  w i t h  o r  without s u l f a t e  degraded propionate a t  

the same r a t e  (Table 1 ), we used these c e l l s  t o  study the inf luence of t he  

hydrogenase a c t i  v i  ty on the  r a t e  o f  -propi onate degradation i n  presence of 

hydrogen. The f i g u r e  2 shows tha t  hydrogen i n h i  b i t ed  s i g n i f i c a n t l y  t he  

u t i l i z a t i o n  o f  propionate by "hydrogenase pos i t i ve"  c e l l s  but had no e f f e c t  on 

"hydrogenase negative" ce l l s .  

Fig. 2. In f luence o f  hydrogen on the  degradation o f  propionate by res t i ng  c e l l s  
o f  Desulfobulbus elongatus grown on lac ta te  alone ( A 1 and on l ac ta te  s u l f a t e  
( 8 1. Propionate degraded under n i t rogen ( A and under hydrogen ( A ). 
Acetate produced under n i t rogen ( O ) and under hydrogen ( . Ce11 
concentrat ions (dry weight) were 0.73 mg/ml ( A ) and 0.59 mg/ml ( E 1. 

These resu l t s  suggest t h a t  the repression o f  the hydrogenase i s  a 

mechanism which al lows the bac ter ia  o f  the genus Desulfobulbus t o  degrade 

propionate independently o f  the presence o f  hydrogen. I n  absence o f  t h i s  

regulatory mechanism, i t  i s  l i k e l y  tha t  hydrogen which i s -  a more energetic 

substrate than propionate, e i  t he r  would be used p re fe ren t i a l  l y ,  o r  would 

i n h i b i t  propionate degradation as observed i n  Our experiments. 



Such an i n h i b i t i o n  by hydrogen has been prev ious ly  reported i n  other  

anaerobes : the growth on ethanol o f  t he  hoinoacetogen Acetobacterium 

carb inol icum i s  p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  by hydrogen (4) and Methanosarcina TM 1 do 

no t  grow on acetate i n  presence o f  hydrogen (5) .  

Our r e s u l t s  a lso  i nd i ca te  t h a t  propionate which i s  a major in termediate i n  

the  anaerobic minera l i sa t ion  o f  organic matters can be degraded even under h igh 

p a r t i  a l  pressure o f  hydrogen i n  s u l f a t e  conta i  n i ng  envi ronments. 
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XIII. P R E H I E R E S  ETAPES DE Lfi DEGRADATION DES 

L'acide gallique est un composé aromatique qui est présent dans 

certaines eaux résiduaires (effluents d'usines de fabrication de panneaux 

de fibres de bois) et nous avons étudié sa dégradation en anaérobiose. A 

partir d'enrichissements méthanogGnes, nous avons isolé une souche 

realisant une fermentation homoacétique de l'acide gallique. Cette souche, 

qui utilise également tous les dérivés di- et trihydroxylés du benzène et 

du benzoate, a été identifiée de par sa morphologie et sa physiologie 21 

Felobacter acidigallici, espèce récemment decrite par Schink et Pfennig 

(1982) .  

En suivant la dégradation de l'acide gallique par cette bactérie nous 

avons pu mettre en évidence des accumulations transitoires de pyrogallol 

et de phloroglucinol, et nous proposons ici un schéma général rendant 

compte des premières étapes du catabolisme des composés aromatiques 

trihydroxylés. 
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Abstract. The initial steps of the anaerobic degradation of 
trihydroxylated aromatic monomers were investigated in a 
strain (AG2) isolated on gallic acid and identified as 
Pelobacter acidigallici. Kinetic studies showed that strain 
AG2 fermented gallic acid into acetate with a transient 
accumulation of pyrogallol and phloroglucinol in the me- 
dium. In addition phloroglucinol was produced from al1 
other trihydroxylated aromatic monomers and pyrogallol 
from 2,3,4--trihydroxybenzoate. Although protocatechuate 
did not support growth of the organism, it was partially 
decarboxylated by resting cells of strain AG2. Ce11 free 
extract of strain AG2 catalysed the oxidation of NADPH 
in presence of resorcinol, 2,4,6-trihydroxybenzoate and 
phloroglucinol. However, comparison of activities in- 
dicated that the latter was the true physiological electron 
accepter. Phloroglucinol and its reduction product 
dihydrophloroglucino1 appeared thus to play a key role in 
metabolism of trihydroxybenzenes and a unified pathway, 
involving a decarboxylation of trihydroxybenzoates, a para 
transhydroxylation of pyrogallol into phloroglucinol and 
the formation of dihydrophloroglucinol, was proposed. 

Key words: Pelobacter acidigallici - Gallic acid - 
Pyrogallol - Phloroglucinol - Phloroglucinol reductase - 
Pyrogallol isomerase - Decarboxylation of trihydroxy- 
benzoates - Anaerobic degradation 

Recently, Schink and Pfennig (1982) described a new anaer- 
obic species, Pelobacter acidigallici, able to perform a 
homoacetogenic fermentation of some trihydroxylated 
aromatic monomers, i. e. pyrogallol, phloroglucinol, gallate 
and 2,4,6-trihydroxybenzoate. This organism does not use 
any other compounds and is dependent of demethoxylating 
bacteria such as Acetobacterium woodii (Bache and Pfennig 
1981) for the utilisation of syringic acid and other 
methoxylated aromatic monomers. Like two other 
phloroglucinol-utilizing organisms, Rhodopseudomonas 
gelatinosa (Whittle et al. 1976) and a strain of Coprococcus 
sp. (Tzai and Jones 1975), P. acidigallicicontains a NADPH- 
dependent phloroglucinol reductase. This strongly suggest 
that phloroglucinol and dihydrophloroglucinol are common 
metabolic intermediates of the catabolism of trihydroxylated 
aromatic monomers. 

In this paper, we confirmed this hypothesis by showing 
that a strain isolated on gallic acid and identified as P. 

Offprinl requesls IO: E .  Samain 

acidigallici, decarboxylates di- and tri-hydroxybenzoates 
and performs a para transhydroxylation of pyrogallol into 
phloroglucinol. In addition, we partially characterized the 
phloroglucinol reductase of this organism. 

Materials and methods 

Strain AG2 (DSM number 3663) was isolated from an anaer- 
obic sewage digester after enrichment on gallic acid as de- 
scribed by Schink and Pfennig (1982). 

The carbonate buffered basal medium BCYT (Touzel 
and Albagnac 1983) was used throughout this study. Sub- 
strates were added aseptically to BCYT medium from anaer- 
obic stock sterile solutions. In al1 experiments, incubation 
temperature was 35" C. Fermentation balances were 
performed in 23 ml anaerobic culture tubes (18 x 160 mm) 
containing 10 ml of medium. For kinetic studies, the strain 
was grown in a 2 1 fermenter. Collected samples (2 ml) were 
stored under anaerobic and acidic conditions at - 20°C in 
order to avoid oxidation of trihydroxybenzenes. Volatile 
fatty acids were routinely determined by gas chromato- 
graphy. Di- and trihydroxylated aromatic monomers were 
separated and determined by HPLC on a radial pack Cl8 
column (Waters). The solvent was ammonium phosphate 
buffer (0.2 M, pH 2.5) containing 10% (v/v) methanol and 
its flow rate was 1.5 ml/min. Column effluent was monitored 
by its absorbance at 210 nm. Identification of pyrogallol and 
phloroglucinol were confirmed by gas chromatography - 
mass spectrometry of their trimethylsilyl derivatives after 
extraction with ethylacetate. The production of COz was 
determined as previously described (Samain et al. 1982). 

Resting cells used for decarboxylation experiments were 
prepared as follows: 100 ml of a culture of strain AG2 grown 
on gallic acid was anaerobically centrifuged after 24 h of 
incubation. The pellet was then suspended in basal medium 
and diluted in order to adjust the optical density of the 
suspension to about 1 at 660 nm. The reaction was started 
by the addition of substrates. For enzymatic studies, the 
strain was grown on gallic acid (10 nM) in a 10 1 anaerobic 
flask. Cells were harvested by centrifugation after 24 h of 
incubation and disrupted in a French pressure ce11 at 
130,000 kPa. The lysate was then centrifugated for 20 min 
at 20,000 x g and the supernatant was used for determination 
of enzymatic activities. NADPH dependent phloroglucinol 
reductase activity was determined spectrophotometrically 
by measuring the decrease of absorbance at 340 nm (Patel 
et al. 1981). The assay mixture contained: 50 mM TRIS- 
HCI buffer pH 7.2; 3 mM dithiothreitol; 0.2 mM NADPH; 
2 mM phloroglucinol, resorcinol or 2,4,6-trihydroxy- 



benzoates; extract in an appropriate concentration. The re- 
action was started by the addition of substrate. - 

Strain AG2 was an anaerobic, Gram-negative, motile, non- 
sporulating, short, slightly curved rad (0.5 x 1 - 2 pm) 
occurring singly or in pairs. Cells often appeared aggregated 
within a network of extracellular material (electron micros- 
copy not shown). Trihydroxylated derivatives of benzene 
and of benzoate were the only substrates utilized and were 
fermented to 3 mol of acetate. Sulfate, sulfite, nitrate, pro- 
tons and fumarate were not used as electron acceptor. By its 
morphological and physiological properties, the strain AG2 
was assigned to the species Pelobacter acidigallici. 

During batch fermentation of gallic acid (Fig. l), strain 
AG2 displayed first a high exponential growth rate 
(doubling time of about 2 h) with acetate as the major end 
product. After 15 h of incubation, the growth rate decreased 
dramatically and a transient accumulation of pyrogallol and 
phloroglucinol in the medium was observed. These two 
phenolic compounds reached their maximal concentration 
after 30 and 80 h respectively. Decrease of phloroglucinol 
concentration occurred only after total disappearance of 
gallic acid and pyrogallol. After 120 h of fermentation, a 
final stoichiometry of 3 mol of acetate per mol of gallic acid 
degraded was obtained. 

The fermentation balances of other trihydroxylated 
aromatic monomers (Table 1) were examined by using high 

substrate concentrations (20 mM). Acetate was the only 
product of phloroglucinol degradation. On the contrary, 
phloroglucinol formation was observed during fermentation 
of al1 other substrates. In addition, pyrogallol was produced 
from gallate and 2,3,4-trihydroxybenzoate. Although pro; 
tocatechuate did not support growth of the organism, it was 
partially decarboxylated by resting cells. Other carboxylated 
aromatic compounds such as 3,5-dihydroxybenzoate, 3,4- 
dihydroxyphenylpropionate, monohydroxybenzoate and 
benzoate were not attacked. 

Ce11 free extract of strain AG2 catalyzed the oxidation 
of NADPH in presence of phIoroglucinol, resorcinol and 
2,4,6-trihydroxybenzoate. Pyrogallol and gallate were not 
reduced and NADH could not replace NADPH as electron 
donnor. Resorcinol and 2,4,6-trihydroxybenzoate reductase 
activities were only 15 and 20% respectively of that obtained 
for phloroglucinol reductase (0.85 pmol x min-' x mg of 
protein-'). The enzyme had an optimum pH of 7.2 and its 
Km for NADPH and phloroglucinol were 1.7. IO-' and 
7.6 . IOF4 M respectively. The product of phloroglucinol 
reduction was identified to dihydrophloroglucinol by 
comparing its UV absorption spectruÏn to this of the 
chemically prepared dihydrophloroglucino1 (Patel et al. 
1981). When using a freshly prepared extract the kinetics of 
reduction of phloroglucinol was immediately linear. How- 
ever, after 1 day at 4"C, the enzyme showed a lag phase of 
about 30 min with a final activity identical to this found in 
the fresh extract. Preincubation of the extract during 30 min 
at 35°C in presence of NADPH resulted in a complete dis- 
appearance of the lag phase. In these conditions, 90% of the 
initial activity was recovered even when the enzyme was 
stored for 4 days at 4OC. 

Discussion 

Our results show clearly that phloroglucinol and dihy- 
drophloroglucinol are common and obligate intermediates 
in the conversion of trihydroxylated aromatic monomers 
into acetate by Pelobacter acidigallici. An unified pathway 
of homoacetic fermentation of these compounds is therefore 
proposed (Fig. 2). It involves: decarboxylation of trihy- 
droxybenzoates, isomerisation of pyrogallol into phloroglu- 
cinol and reduction of this latter compound to dihydrophlo- 
roglucinol. Subsequent ring cleavage reactions may involve 

TIME (hl hydratation and oxidation of dihydrophloroglucinol leading 
Fig. 1. Batch culture of strain AG2 on gallic acid. ( O )  Growth; ( A )  t0 2-0x0, 4-hydroxyadipate as postulated in R. gelutinosa 
gallic acid; ( A )  pyrogallol; (0)  phloroglucinol; (O) acetate. Initial (Evans 1977). This proposed pathway differs significantl~ 
and final pH were respectively 7.4 and 6.5 from that postulated by Kaiser and Hanselman which in- 

1 

Table 1. Stoichiometry of fermentation by strain AG2 

Substrate Substrate Growth Products (mM) 
(20 mM) utilized O. D. 

(mM) 660 nm Pyrogallol Phloroglucinol Acetate col 1 
! 

Gallic acid 15.9 0.285 4.3 3.6 23.2 14.9 1 
9.6 O. 1 54 2,3,4-tri OH benzooate 2.8 2.1 8.33 nd 

2,4,6-tri 014 benzoate 14.6 0.327 O 5.2 26.2 nd 
Pyrogallol 17.9 0.142 O 4.7 40.7 0.4 
Phloroglucinol 13.2 O. 185 O O 42.0 nd 

Cultures werc incubated for 1 weck 
nd: not determined 



Fig. 2. Proposed pathway for the degradation of di- and 
tnhydroxylated aromatic monomers by strain AG2. (1) Gallic acid; 
(2) 2,3,4-trihydroxybenzoate; (3) 2,4,6-trihydroxybenzoate; (4) pro- 
tocatechuic acid; (5) pyrogallol; (6) phloroglucinol; (7) catechol; (8) 
dihydrophloroglucino1. Enzyme: ( A )  Decarboxylase; (B) isomerase; 
(C) NADPH dependent phloroglucinol reductase 

volves a direct hydrogenation of pyrogallol (1982a) or gallic 
acid (1 982 b). 

Expenments with resting cells show that the decarboxyl- 
ase of strain AG2 is specific of di- and trihydroxybenzoates 
having one of the hydroxyl group located in the para posi- 
tion. This decarboxylase appears thus quite different of its 
counterpart in Citrobacter which requires one hydroxyl 
group in the meta position (Yoshida et al. 1982). 

To our knowledge, the isomerisation of pyrogallol which 
involves a para transhydroxylation has never been observed 
in nature. In our assay conditions no isomerase activity 
was detected in the crude extract and the mechanisms and 
coenzymes involved in this reaction remain to be deter- 
mined. 

The oxidation of NADPH observed in presence of 2,4,6- 
trihydroxybenzoate dan be explained either by a non-speci- 
ficity of the phloroglucinol reductase or by the presence in 
the extract of decarboxylase activity. Since by measuring by 
HPLC the formation of pyrogallol or phloroglucinol from 
trihydroxybenzenes, we never detected in the crude extract 
any decarboxylase activity (results not shown), the first hy- 
pothesis is more likely. In addition, the reductase of a strain 
of Penicilliunz sp. was reported to attack a wide spectrum of 
hydroxylated aromatic compounds including resorcinol and 
2,4,6-trihydroxybenzoate (Patel et al. 1981). Thus the re- 
ductase of P. acidigallici strain AG2 appears specific of di- 
and trihydroxylated aromatic monomers having two 
hydroxyl groups located in meta position without any sub- 
stitution of the carbon in ortho. This property distinguishes 
this reductase from that of Coprococcus which can only 
reduce phloroglucinol and 2-methyl 1,4-naphthoquinone. 
The two enzymes differ also by their Km for NADPH and 
phloroglucinol which are respectively 2.9. and 
3 . M in Coprococcus and 1.7. an 7.6 - M 
in P. acidigallici. 

\ 

The transient -accurnulatiorr of pyrogallol and 
phloroglucinol during gallic acid degradation was not ob- 
sërved-in previous studies on -P. acidigallici probably in 
reason of the very low substrate concentration used by 
Schink and Pfennig (1982). The excretion of these two in- 
termediates is concurrent with a net decrease of growth 
and acetate production. This suggests an inhibition of the 
metabolic pathway between phloroglucinol and acetate, the 
decarboxylase and isomerase activities remaining un- 
changed. 

From the data presented here and in the literature, the 
phloroglucinol reductase appears to be a key enzyme in the 
anaerobic degradation of trihydroxybenzenes and thus a 
possible common metabolic pathway of dihydrophloroglu- 
cinol catabolism in different species of microorganisms. 
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CONCLUSIONS 



- 

L'étude des fermentations intermédiaires impliquées dans la 

méthanogénèse conititue un sujet très vaste et mon travail peut paraître 

un peu dispersé puisqu'il comprend aussi bien la numération et 

l'identification de bactéries que leur caractérisation physiologique et 

biochimique. En fait l'approche purement microbiologique que j'ai 

développée en abordant ce sujet était absolument nécessaire compte tenu 

du manque de renseignement sur ce type de bactérie et notre désir de 

travailler sur des souches représentatives des populations dominantes 

dans les digesteurs. Ce travail long et fastidieux en raison des 

difficultés techniques liées à la cultures de ces bactéries anaérobies 

strictes (faibles taux de croissance, association obligatoire avec des 

organismes utilisateurs d'hydrogène) a contribué à améliorer notre 

connaissance du schéma biologique de la fermentation méthanique grâce à 

l'identificaion et â la quantification des organismes et des types de 

fermentations impliqués dans l'étape d'acétogénèse. 

Il apparaît ainsi que, dans les digesteurs anaérobies, les bactéries 

sulfatoréductrices ne jouent un rôle significatif que dans la 

fermentation du lactate. Elles interviennent alors probablement en tant 

que bactéries 0.H.P.A et sont en compétition avec les bactéries 

propioniques dont les concentrations sont du même ordre. Par contre, sur 

éthanol, butyrate et propionate le niveau des bactéries 

sulfatoréductrices est très largement inférieur à celui des syntrophes. 

Les bactéries dominantes dégradant l'éthanol et le butyrate ont pu être 

identifiées respectivement à Pelobacter carbinolicus et 2 Syntrophomonas 

wolfei. Dans les plus fortes dilutions dégradant le propionate, on 

observe une formation significative de butyrate. Le microorganisme 

responsable de cette fermentation n'a pu être isolé et des études sur le 

mécanisme de la conversion du propionate en butyrate sont actuellement en 

cours dans le laboratoire. 



- Ce travail a également abouti à l'isolement de souches dont certaines 

présentaient, de par leur métabolisme, leur physiologie ou leur 

morphologie, une originalité suffisante pour justifier leur description 

en tant que nouvelle espèce. 

La souche X, fut la première bactérie connue comme pouvant fermenter 

l'éthanol en acétate et propionate et nous avons montré par la suite que 

Clostridium propionicum réalisait également cette fermentation. Bien que 

morphologiquement et physiologiquement proche de cette dernière, la 

souche X, s'en différencie cependant par la teneur en G+C de son ADN et 

par l'utilisation de sucres. Ceci et le fait que le pourcentage 

d'homologie de l'hybridation ADN/ADN ne soit que de 18% indiquent qu'il 

s'agit de deux espèces différentes et nous avons proposé avec J.P. Touzel 

la création d'une nouvelle espèce: Clostridium neopropionicum (DSM 

n03847 1. 

La souche ON isolée à partir d'enrichissements sur oléate est 

morphologiquement semblable à Syntrophomonas wolfei. Elle utilise 

cependant contairement à cette dernière des acides gras à plus de 10 

carbones et fut décrite pour cette raison comme une nouvelle espèce de 

Syntrophomonas: S. sapovorans (DÇM n03441 ) . 

Isolée sur propionate à partir d'un digesteur anaérobie, la souche 

sulfatoréductrice FP est physiologiquement très proche de Desulfobulhus 

propionicus. La souche F P  est cependant un bacille droit ou légèrement 

incurvé et est donc différente de D. propionicus qui possède une 

morphologie caractéristique en forme de citron ou d'oignon. Elle fut donc 

décrite en fonction de sa morphologie comme une nouvelle espèce de 

Desul fohul bus: D. el ongatus (DSM n02908 1 . 



Une partie importante de ce mémoire a été consacrée à l'étude du 
- - - 

métabolisme et des systèmes de tranferts d'électrons liés à la production 

d'hydrogène chez les bactéries acétogènes. En raison de contraintes 

techniques (impossibilité de réaliser des cultures de masse de cellules 

de bactéries acétogènes syntrophes en raison de leur faibles rendements 

de croissance et de la présence obligatoire de bactéries utilisatrices 

d'hydrogène), seule l'étude de Pelobacter carbinolicus et de souches 

sulfatoréductrices était pratiquement possible. 

Chez P. carbinolicus la détermination des activités enzymatiques 

impliquées dans la dégradation de l'éthanol en acétate et hydrogène a 

permis de démontrer que 1'ATP était produit par une phosphorylation au 

niveau du subtrat grâce à la formation d'une liaison thio-ester riche en 

énergie (acétyl-CoA) durant l'oxydation de l'acétaldéhyde en acétate. 

Desulfobulbus elongatr~s est une bactérie sulfatoréductrice capable 

d'oxyder le propionate en acétate et CO,. Cette souche synthétise une 

hydrogénase lorsqu'elle est cultivée sur hydrogène ou sur lactate en 

absence de sulfate et nous avons montré que l'activité hydrogénasique 

était réprimée quand les cellules étaient incubées sur lactate ou 

propionate en présence de sulfate. Ce phénomène est, à notre connaissance 

un cas unique chez les bactéries sulfatoréductrices et nous avons proposé 

l'interprétation écologique (peut être un peu finaliste) suivante : 

l'hydrogène est un substrat beaucoup plus énergétique que le propionate 

et ce mécanisme de répression de l'activité hydrogénasique permettrait, 

quelque soit la concentration en hydrogène dans le milieu, une 

utilisation préférentielle du propionate par des bactéries du genre 

Desu2fobulbus. Cette régulation de l'activité hydrogénasique pourrait 

également expliquer en partie l'absence de transfert d'hydrogène entre 

les espèces du genre Desulfobulbus et des méthanogènes dans des milieux 

pauvres en sulfate. 



Chez -Desu2fobuibus, le propionate est synthétisé et probablement 
- 

dégradé par la voie du succinate. L'oxydation du propionate en acétate 

implique donc une déshydrogénation du succinate en fumarate et, chez D. 

elongatus, nous avons purifié et caractérisé un complexe enzymatique 

membranaire catalysant cette réaction. Ce complexe est contitué d'une 

flavoprotéine et d'un cytochrome b et catalyse également la réduction du 

fumarate. Le potentiel redox du couple fumarate/succinate ( E o l =  +33 mV) 

est très élevé par rapport à celui des tranporteurs d'électrons des 

bactéries sulfatoréductrices (cytochrome c,, ferrédoxine et fiavodoxine). 

Ceci pourrait expliquer la présence, chez D. eiongatus, d'un cytochrome 

CJ tétrahèmique dont l'un des hèmes possède un potentiel rédox (-30 mV) 

suffisamment haut pour accepter des électrons provenant de l'oxydation du 

succinate. Ce cytochrome CJ que nous avons purifié est en effet 

spécifiquement réduit par le succinate en présence d'une préparation 

membranaire de D. elongatus. Les cytochromes cs qui étaient considérés 

comme des cofacteurs spécifiques des hydrogénases, peuvent donc jouer un 

rôle dans d'autres réactions de déshydrogénation. Le cytochrome c, de D. 

elongatus est réduit par l'hydrogène en présence des hydrogénases de 

Desulfovibrio vulgaris et de D. gigas et il intervient donc probablement 

également dans le métabolisme de l'hydrogène. Cependant le potentiel 

rédox des trois autres hèmes de ce cytochrome n'est que de -165 mV et est 

largement moins négatif que celui du couple H,/H' qui est de -420 mV. 

L'hydrogénase ne pourrait donc pour des raisons thermodynamiques 

fonctionner que dans le seul sens de la consommation d'hydrogène et ceci 

peut être une seconde explication au fait qu'il soit impossible de 

cultiver cette bactérie en absence de sulfate en association syntrophique 

avec une méthanogène. 



F i P P E N D I C E  T E C H N I Q U E  



-solution- de vitamines 
- 

biotine 2 mg - 

acide folique 2 mg 

riboflavine 5 mg 

acide nicotinique 5 mg 

pantothenate de calcium 5 mg 

vitamine Bq, 0,1 mg 

acide p-aminobenzoïque 5 mg 

acide lipoïque 5 mg 

eau distillée 1 1  

-solution réductrice 

cysteine-HC1 12,5 g 

Na2S, 9 H20 

eau distillée 

L'eau est portee à 6bullition puis refroidie sous azote jusqu'à 50°C. La 

cystéine est alors ajout& et le pH est ajuste à 7 , O  par addition de 

soude 10 N. Après addition du sulfure de sodium, la solution est répartie 

par 10 ml sous azote dans des flacons pénicilline de 25 ml. 

La composition finale du milieu est la suivante : 

- solution macrominérale 50 ml 

- solution d701igo61ements 10 ml 

- solution de vitamines 10 ml 

- NH4C1 I g  

- resazurine (0,1%) 1 ml 

- eau distillee 1 1  



1. TECHNIQUES ET MILIEUX DE CULTLRE 
- 

- 
- - 

La technique de Hungate modifiée par Mil-ler et Wolin (1973) a été 

utilisée pour la préparation des milieux et la culture et l'isolement des 

microorganismes. Le même milieu de base minéral a été employé dans toute 

cette étude. Il est dérivé du CBBM de Zeikus et Wolfe (1973) et est 

préparé à partir des solutions concentrées suivantes : 

- solution macro-minérale 

KHzPO, 4 g 

NaC 1 12 g 

MgÇO, 2,4 g 

CaC lz 1-6 g 

eau distillée 1 1  

-solution d'oligo-élements 

FeSO,, 7 H,O 0,3 g 

MnC12, 4 H,O 0,1 g 

CoC12, 2 Hz0 0,1 E: 

ZnC 1, 0,1 i3 

CuC1, 0,02 g 

H3504 0,Oi g 

Na2M004, 2 H20 0,07 g 

Na,SeO, 0,0i7 g 

NiSO,, 6 H,O 0,026 g 

acide nitrilotriacétique 12,8 g 

eau distillée 1 1  

L'acide nitrilotriacétique est dissout dans 500 ml d'eau distillée et le 

pH est amené à 6,5 par addition de soude 10 N. Les minéraux sont ajoutés 

dans l'ordre et le volume est ajusté à 11 avec de l'eau distillée. 



Le milieu est port6 à ébullition puis refroidi sous un courant d'un 
- - - 

mélar~ge de N2:C02 (85:15) jusqw7à 50°C. O n  ajoute alors 4,5 g/l de KHCO, 

I de manière à tamponner le milieu à pH 7,2-7,4. Ce dernier est ensuite 

réparti sous N,:C02 dans des tubes de culture anaérobie ou des flacons 

penicillines. La solution réductrice et les substrats carbonés sont 

rajoutés stérilement après autoclavage. 

Les éventuelles modifications apportées à la composition de ce milieu 

(pH, composition de la phase gazeuse, addition de sulfate, de trypticase, 

d'extrait de levure) sont indiquées dans les résultats. Les isolements 

sont réalises en milieu gélosé soit en "roll tubes" soit en gélose 

profonde dans des tubes de verre ( 9  x 160 mm). Les dilutions et le 

repiquage des colonies sont effectués dans la chambre anaérobie (Forma 

scientific). 



. . 

II. TECHNIQUES ANALYTIQUES - 
- - - 

Les acides gras volatils et les alcools sont séparés et dosés par 

chromatographie en phase gazeuse ( chromatographe Varian équipé d'un 

détecteur à ionisation de flamme). 

- colonne en acier inoxydable (2,5 m x 1/8") remplie de chromosorb W.A.W. 

100-120 mesch impregné de 25 % de néopentyl glycol adipate et de 2 % 

d'acide phosphorique; 

- gas vecteur N,, saturé en acide formique (débit 30 ml/mn); 

- temperature de l'injecteur et du détecteur: 230°C; 

- température de la colonne: 160°C pour la séparation des acides gras 

volatils et 80°C pour la séparation des alcools. 

Les gaz sont séparés et dosés par chromatographie en phase gazeuse 

(chromatographe Pye Unicam équipé d'un détecteur à conductivité 

thermique). 

- colonne en acier inoxydable (2 rn x 1/4") remplie de Poi-qpak Ç; 

- les températures de la colonne, de lrinjecte:lr et du détecteur sont 

respectivement de 50, 60 et iOO°C; 

- le gaz vecteur ( 5 0  rnl/rnn) est de l'azote pour le dosage de l1hydrog6ne 

et de l'hélium pour le dosage du méthane et du CO,. 

Les acides organiques ( lactate, succinate) et les composés 

aromatiques son? ;:?pares et dosés par chromatographie liquide haute 

pressiori. 

- colonne à compression radiale C t a  Waters (10 x 0 , 8  cm); 

- éluant: tampon phosphate (0,2 M, pH 3 ) ;  

- détection par spectrophotométrie à 210 nm. 
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. . 
. RESUME 

Dans les écosytèmes méthanogènes, les métabolites intermédiaires 
(alcools, acides organiques et acides gras volatils) produits lors de la 
première étape de la fermentation des matières organiques sont dégradds 
acétate et H,, seuls substrats assimilables par les bactéries méthanogène 
Ces réactions sont réalisées par des bactéries dites acétogene 
productrices obligées d'hydrogène ( O . H . P . A . )  qui peuvent être soit des 
sulfatoréducteurs, soit des organismes mal définis taxonomiquement et 
appelés bactéries "syntropR'esn . 

Dans ce mémoire, nous avons énuméré et identifié les 
&e;responsables de la dégradation. dans des digesteurs anaerobies industriels, 
d-&?. " p d  de l'éthanol, du lactate et des acides gras à plus de 3 carbones, et avons 
; .  précisé les rôles respectifs des sulfatoréducteurs et des bact4ries 

Ce travail nous a permis d'isoler des souches originales de par leur 
morphologie, leur physiologie ou leur métabolisme et nous a conduit a 
décrire 3 nouvel les espèces bactériennes: Oesul fdxrlbus e~on#atusr 
Syntrophomonas sapovorans et Cl os tridiunr neopropionicm. 

Contrairement aux Desulfovibrio, les bactéries sulfatoréductrices 
ut il isatrices de propionate du genre Desu2 fobulbus ne peuvent être 
cultivées en absence de sulfate en association syntrophique avec des 
mgthanogènes. Afin de comprendre les raisons de cette importante 
différence physioloaique, nor- a v m  déterminé les activit#s 
hydrogtknasiques de Desulfobulbus elongatus et étudie les protéines 
d'oxydo-rêduction impliquées dans le dtabolisme du propimate et de 
Irhydrog&ne. Hous avons ainsi pu mettre en aFvidence un &anime de 
fégulation de lVactivit4 hychgénasique et purifier un cytachrome cs a 
haut potentiek dont la prtrisence pourrait etre liée au métabolisme du 
pmpionate qui implique une déshydrog&atl~n du succinate en fumarate. 


