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Preface

Ce travail concerne plus particuliéerement I'étude des réactions
d'oxydo-réduction biologiques, plutdt que I'étude des voies btochi’miques et
des mécanismes enzymatiques de ces réactions. On a accordé plus
d'attention aux effets mesurables de 'oxydation biologique de I'hydrogene
plutot gu'au fonctionnement des hydrogénases et & la compréhension des
mécanismes de 1'oxydation de I'hydrogéne et du transport des électrons.
Cependant, les connaissances biochimiques fondamentales du métabolisme
de I'hydrogéne ont été exposées dans la mesure ou elles sont nécessaires a

la compréhension des réactions globales.
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Introduction

1 Avant propos

Les reactions chimiques el biochimiques qui permettent le maintien de la
vie sur terre ont leu exclusivement en milieux agueux. Leau sert non
seulement de solvant pour toutes les reactions biochimigues mais joue
egalement le réle de réactif dans les reactions doxvdo-réduction. On peut
considerer I'eau comme etant, quantitativement, le donneur d'électrons le
plus important de toutes les réactions biochimiques globales. parce quelle
est 1a source d'electrons (source d'Hnj dans la photosvnthése des plantes
vertes. L'oxvdation de T'eau est 1a source naturelle doxvaéne, Le role de
IHAO comme accepteur d'electrons est moins important que son role
comme donneur d'électrons. La réduction de T'eau aboutit a la production
d'hvdrogene  élémentaire.  Ces deux processus semblent  sexclure
mutuellement dans 1a nature. ce qui signifie que la production d'hvdrogene
a géneralement lieu en 'absence d'oxvaene, par exemple dans les biotopes

anaerobies tels que les sédiments marins,

Dans T'état actuel de nos connaissances, seuls les procarvotes sont
Capables d'oxvder et ainsi de recvcler Thydrogéne moleculaire tandis que
1'0~ est recycle par tous les organismes aérobies tels que les plantes. les
animaux et 1a plupart des procaryotes . Bien que la concentration en Ho
50it negligeable par rapport a la concentration en Un, elle controle

efficacement les réactions qui produisent de T'hydrogéne.

Ce travail a permis d'étudier Tinfluence de Voxydation bactérienne de



I'hydrogéne sur les réactions qui le produisent. Ces derniéres réactions
interviennent dans deux domaines présentant un intérét écologique et

économique important :

- d'une part la production d'Hp par les bactéries fermentatives qui rend
possible le transfert interespéces d'hydrogene (TIH) pendant la dégradation

de 1a matiére organique.

- d'autre part la production d'Hy au cours du processus de corrosion

biologique des métaux ferreux.



2 Production non biologique d’hydrogéne

En général les protons provenant de la dissociation de 1'eau peuvent étre
réduits en Ho par tous les agents réducteurs forts. En fait, de trés
puissants réducteurs tels que le-sodium, le potassium, le calcium, les sels
de chrome (1), les sels de titane (Il) et de vanadium (Il) ne sont pas
stables dans 1'eau parce qu'ils sont oxydables par les protons de l'eau, ce
qui entraine la .formation d'hydrogéne (Hollemann, 1976). Des réducteurs
moins puissants comme le meéthanol, 1'isopropanol et la dithionite ne
réduisent les protons que lorsque la réaction est activée (Kisch et al.,
1986; Kovacs et Der, 1986; Akiyama et al., 1986; Domen et al.,, 1986;
Beaupére et al,, 1986).

La formation d'H» dans la nature est susceptible de se produire dans des
milieux de faible potentiel rédox. Par exemple les sources anoxigues
d'origine volcanigue ou les eaux souterraines profondes (Stetter et Konig
1983, Conrad et al. 1983) constituent une source naturelle d'H». La
production non biologique dHo peut également intervenir de fagon
significative dans les milieux naturels en présence de substances

artificiellement réduites comme par exemple les métaux non nobles.

3 Production biologique d’hydrogéne

3.1 Conditions de 1a formation biologique d° hydrogéne

La dégradation de la matiére organigue consomme des oxydants. L'oxygene

moléculaire, et & un degré moindre, le nitrate sont ies premiers oxydants a



étre réduits dans les biotopes naturels (Ottow et Fabig 1983). Dans les
milieux trés riches en matiére organique, 1'oxygéne est donc consommé en
premier lieu et rapidement. Puis lorsque I'environnement devient anoxique,
les bactéries fermentatives succédent aux bactéries aérobies dans la
phase initiale de l'oxydation de la matiére organique. Au cours de ce
processus, Hy est 1'un des produits de fermentation le plus important. En
consequence, la production dHo et sa consommation interviennent
habituellement dans les biotopes anaérobies (Hungate, 1967; Sorensen et
al, 1981; Kaspar et wuhrmann, 1978).

3.2 Environnements typiques pour 1a formation biologique d'Ho

Avec lacétate et éventuellement le propionate, H, est le produit de
fermentation le plus important issu de 1a dégradation anaérobie de la
matiére organique (Abram et Nedwell, 1978; Sorensen et al,, 1981; Thauer
et al 1977, Lovley et Klug 1983, Mountfort et al. 1980)dans les sediments
aguatiques.

Au cours du processus de digestion, fl y a production d'hydrogéne dans
I'intestin des animaux. Hy se dissout dans le sang et est en partie expiré
(Levitt, 1969). La concentration d’hydrogéne ainsi éxpirée au cours de la
respiration humaine (hydrogen breath test) est utilisée pour le diagnostic

des troubles digestifs (Thompson et al. 1986).

C'est dans le rumen des ruminants que la production biologique d'Ho a été
extensivement étudiée et décrite comme ayant un rdéle clé dans la

dégradation des biopolyméres comme la cellulose (Hungate 1967,



Brvant 1979). L'hvdrogene a un rdle similaire dans la production de biogaz

(Mcinernev et Brvant 1980, 1981, Kaspar et Wuhrmann 1978).

3.3 Les organismes producteurs d'hydrogéene

Les bactéries productrices d'H» ont des representants dans presque tous
les qroupes de Dbactéries fermentatives tels que les Clostridies. les
Entérobactéries. les Bacteroidaceae. Quelques representants bien connus
sont.  £scherichia coll.  Closiriaium  outvricum. C acetobutviicunm,
pacteroioes sep., Cé/lufomonas spp). Le test classique de “formation de
gaz" identifie facilement Te degagement dH» + CO» qui provient de
I'oxvdation du pyruvate (c.f. 3.4, 3.6) mais ne permet pas destimer les
faibles concentrations d'Ho produites & partir du NADH (c.f. 3.5). En
conseqguence dautres bactéries. spécialement celles qui produisent de
'acetate en début de croissance. gui ne sont pas réputées étre
productrices dH» par ce test, peuvent etre considerees comme

productrices d'Ho dans des conditions de faibles pressions d'H».

Certaines bactéries anaérobies qui dégradent I'hydrogene comrme les
bactéries méthanogenes, homoacétogenes et sulfidogenes peuvent
egalement . selon les conditions de culture, produire des guantités plus ou
moins importantes d'hvdrogene (Winter et Wolfe, 187G, 1980, Hatchikian
et al., 1976, Tsuji et Yagi, 1980, Traoré et al.. 1981. Lovlev et Ferry,
1985, Boone et al.. 1987, Phelps et al., 1985, Krzycki et al., 1987). Les
bactéries phototrophes et les cyvanobacteéries produisent de T'hvdrogene
pendant la fixation de l'azote (Chen et al. 1980, Hirayma et al. 1986
Lertains organismes eucarvotes tels que les champignons anaérobies

isolés du rumen (Bauschop et Mountfort, 1981), les algues vertes



planctonigues (Mahro et Grimme 1986, Mahro et al 1986, Miura et al.
1986), ou les protozoaires ciliés qui vivent en symbiose avec des
bactéries méthanogénes intracellulaires hydrogénophiles (Fenchel et al.
1977, Van Bruggen et al. 1983, 1984, 1985, 1986, Yarlett et al. 1984) sont

également capables de produire de I'hydrogéne.

On a longtemps pensé que la formation de Thydrogene eétait due
exclusivement & 1'activité des hydrogénases. 11 a cependant été démontré
récemment que méme les nitrogénases pouvaient former de T'hydrogene
(Crabtree 1986, Chen et al,, 1986). Peut-étre y a t'il également production
d'hyrogene au cours de réactions non spécifiques telles que les
deshydrogénations ou les transferts d'électrons. Il semble que 1'on nait
pas encore étudié la capacité ou l'incapacité des cellules des plantes

supérieures et des animaux a former de I'H».

3.4 Rodle de 1'hydrogéne comme produit de fermentation

L'oxydation biologigue des composés organiques conduit & la production
d'équivalents réducteurs * (= 1 mole d'électrons transférable, par exemple

sur les transporteurs d'électrons) tels que les coehzymes pyridiniques

* Note: 1 équivalent réducteur (eER) correspond a 6,0220943 x 1023 électrons ou 1/2 mole de NADH.
1 ER réduit 1 mole de proton en 1/2 mole de H2.



réduits (NADH). Par réduction des accepteurs d'électrons externes tels que
I'oxygene, le nitrate ou le sulfate, les organismes qui respirent réoxydent
les équivalents réducteurs le long de 1a chaine de transport des électrons.
Ce processus conserve I'énergie au cours de la phosphorylation liée au

transport des électrons.

En V'absence d'accepteur d'électrons externe approprié, un piége a électrons
doit étre synthétisé a partir des produits doxydation du substrat
organique. Ces accepteurs délectrons internes synthétisés sont
habituellement le pyruvate ou l'acétyl-CcA . Leur réduction conduit a 1a
formation de composés de fermentation organiques réduits (c.f. 3.5, 3.6).
Contrairement a 1a réduction des accepteurs d'électrons externes, la
réduction des accepteurs internes (& l'exception de 1a réduction du
fumarate en succinate) n'est habituellement pas liée a 1a conservation de

I'énergie.

La réduction des protons en Ho représente une troisieme possibilité
d'oxydation des équivalents réducteurs. Les protons réduits proviennent, au
moins en partie, de 1a dissociation électrolytique de 1'eau et peuvent donc
étre considérés comme des accepteurs d'électrons externes (Tab. 1).
Contrairement a la réduction dautres accepteurs d'électrons externes
(oxygéne, nitrate et sulfate), on ne connait pas de réduction de protons

associée a une phosphorylation*.

* Note: Zinder et Koch (1984} ont montré que l'oxydation de l'acétate en CO, et Ho permettait
apparamment la croissance d'une bactérie thermophile, 8 condition que la concentration dH, soit
suffisamment faible (présence dun consommateur dH,). Cette croissance nest pas explicable par les
phosphorylations connues au niveau du substrat et pourrait dtre due a une phosphorylation couplée a la
production dH,. Lhypothese du recyclage dH, (Odom et Peck 1981, Peck et Odom 1984) fournit
théoriquement 1a possibilité de créer un gradient de protons résultant de 'oxydation de Ihydrogene
gazeux par une hydrogénase membranaire.



3.5 Avantage énergétique de 1a production d'Hy a partir du NADH:

premiére étape de la formation d'Ho

Les équivalents réducteurs qui peuvent conduire a la réduction des protons
sont présentés dans le tableau 1. |1 est nécessaire, pour des raisons
thermodynamiques, de distinguer les deux sources principales d'électrons
pouvant réduire ies protons en Ho: le pyruvate, comme intermédiaire clé du
métabolisme fermentaire et le NADH, transporteur d'électrons principal de
la glycolyse mais aussi de la [-oxydation. Les électrons du pyruvate
peuvent théoriguement produire 1010 fois plus d'hydrogéne que ceux du
NADH (Fig. 1). En fait, les électrons provenant du pyruvate ou du NADH sont
d'abord transférés sur la ferrédoxine qui a un potentiel rédox similaire a

celui de Hy avant de réduire les protons en Ho.

La plupart des bactéries fermentatives productrices d'Hp ont la capacité
d'utiliser a l1a fois des accepteurs internes organiques et des protons
comme piege a électrons terminal. Ces bactéries semblent ainsi avoir "le
choix” de produire soit de I'hydrogene soit d'autres produits réduits de
fermentation. Mais pourquoi produisent-elles de T1'hydrogéne? Pour
réepondre a cette question, il nous faut considérer les principes méme des

fermentations bactériennes. Nous prendrons comme exemple 1a glycolyse.

Bilan électronique de 1a glycolyse:
1 glucose, représentant 24 équivalents réducteurs (ER) e

2 pyruvate (représentant 2x 10ER) + 2NADH(2x2ER) (+2ATP)



Pendant cette glycolyse et jusqu'au stade pyruvate, deux moles d'ATP sont
produites. Cependant le bilan de fermentation n' est pas encore équilibré. 11
est nécessaire que 2 moles de NADH soient réoxydées. Le moyen le plus
simple et le plus efficace pour les bactéries fermentatives de réoxyder
ces transporteurs d'éiectrons, est d'utiliser des protons comme accepteurs

d'électrons:

a1l 2NADH + 2H" &= 2Hp + 2NAD®

2x2 ER 2x2 ER

Cela permet alors 1'oxydation de deux moles de pyruvate en acétyl-CoA
avec un gain concomittant de deux ATP supplémentaires grace a la réaction

phosphoroclastique catalysée par 1'acétokinase:

£ 2CHz-C0-C00™ + 2Hp0 ¢==> 2CH3-CO0™ + 2Hy + 2HC03™ + 2H*(+ 2ATP)

2x 10ER 2x8ER 2x2ER

Comme le montre 1aréaction de fermentation globale qui en résulte;

£a3 CgHio0g + 4Ho0 &= 2 CH3CO0™ + 4 Ho + 2 HCO3™ + 4H* (4 ATP)

24ER 2x8ER 4x 2ER

En Ce qui concerne le gain d'ATP, cette réaction représente 1a fermentation
1a plus favorable car elle permet de phosphoryler 4 ADP  par mole de
glucose fermenté (2 pendant 1a glycolyse, 2 avec t'acétokinase). De ce fait,
la réaction ci-dessus représente probablement 1a phase initiale de toutes
les fermentétl‘ons effectuées par les bactéries anaérobies possédant des
hydrogenases (Thauer et al. 1977).



est nécessaire gue 2 moles de NADH soient réoxydées. Le moven le plus
simple et le plus efficace pour les bactéries fermentatives de réoxyder
ces transporteurs d'électrons, est d'utiliser des protons comme accepteurs

d'électrons:

Ea1 2NADH + 2H" &= 2Hs + NAD®

2x2ER 2x2 ER

Cela permet alors l'oxydation de deux moles de pyruvate en acetyl-CoA
avec un gain concomittant de deux ATP supplémentaires grace a la réaction

phosphoroclastique catalysée par 1'acétokinase:

Ee2 2CHz-C0-C00™ + 2HH0 ¢==> 2CHz-C00™ + 2Hop + 2HCOz™ + 2H*(+ 2ATP)

2x 10ER 2x8ER 2x2ER

Comme le montre 1a reaction de fermentation globale qui en résuite:

E23 CgH120g * 4Ho0O &= 2 CH3CO0™ + 4Ho + 2 HCO3™ + 4H™ (4 ATP)

24 tR 2xBER 4x 2R

En ce qui concerne le gain d'ATP, cette réaction représente la fermentation
la plus favorable car elle permet de phosphoryler 4 ADP par mole de
glucose fermente (2 pendant 1a glycolyse, 2 avec l'acétokinase). De ce fait,
la réaction ci-dessus représente probablement 1a phase initiale de toutes
les fermentations effectuées par les bactéries anaérobies possédant des

hydrogéenases (Thauer et al. 1977).



Cependant, le potentiel du NADH étant plus positif que celui de I'hydrogene,
la réduction des protons par le NADH n'est énergétiquement possible que si
la concentration en Hy est trés faible (Tab. 1, Fig. 1). Cette condition est
effectivement réalisée en début de fermentation ou lorsque 1'hydrogéne est

constamment consommé au fur et a mesure de sa production.

3.6 Avantage énergétique de la production d'Hy a partir du

pyruvate : deuxiéme étape de 1a formation d'H»

Lorsque I'hydrogene s'accumule dans les cultures pures de bactéries
fermentatives, 1a réduction des protons par les électrons provenant du
NADH devient de moins en moins favorabie (Tab. 1, Fig. 1) et les bactéries
sont alors obligées de synthétiser des accepteurs d'électrons carbonés

internes permettant 1a réoxydation du NADH.

La fagon la plus simple de réoxyder le NADH au moyen d'accepteurs
d'electrons internes est alors de réduire le pyruvate déja disponible. Pour
visualiser le flux des électrons et des carbones, les diverses réactions de

fermentation sont présentées dans les schémas ci-dessous.



Tab. 1
Réactions anaérobies participants a la production de 1'Ho

production
d'Hp possible*
Réaction aG® [kJ] (atm.]

Pyruvate™ + 2 H,0 <=  Acétate” + Hy + HCOz ™+ H*Y -47.3 108

NADH + H* &= NAD* + Hy +18,0 1073
Formiate™ + H)0 &= HCO3™ + Hy +1,3 10793
Fe +2H* &= Fel* s+ Hy -78,9 1013

*en considérant que les concentration des autres composes sont égales 0. ImMou 10mM
( bicarbonate).
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Les Chiffres représentent le nombre dégquivalents réducteurs et les points les atomes de carbone.

24::: =glucose, 10:, =Pyruvate, 2 =NADH™, 8: =Acétate. 12: =Ethanol, 2 =H,, 12:. =lactate, . =C0,

Fermentation homolactique

24

T T T T AT
10:. 2 2 10:.
12:. 12:.

Eg.4 2 CH3-CO-CO0 ~+ 2NADH +2H" &= 2 CH3-CHOH-COO™ + 2 NAD®

2x10ER 2x2 ER 2x12 ER

Fermentation alcoolique

24:::
|
» — = = 22ATP
T
10:. 2 2 10:.
12: 12

EqS 2 CH3-C0-C00™ + 2NADH + 2H* + 2Ho0 <&=> 2 CHz-CHoOH + 2 HCOZ™ + 2 NAD*

2x10 ER 2x2 ER 2x12ER

Dans le cas présenté ci-dessus, pour chaque mole de pyruvate réduite, ily
a perte d'une mole dacetyl-CoA et par conséquent d'1 mole ATP. Ces deux

réactions de fermentation ne produisent que 2 moles d'ATP par mole de



glucose et peuvent donc apparaitre comme énergétiguement peu
intéressantes. L'avantage écologique pour les organismes qui effectuent
ces fermentations, réside probablement dans la simplicité de ce
métabolisme qui permet une dégradation rapide des substrats a haute
concentration, imposant ainsi des taux de croissance élevés a ces
bactéries. L'accumulation d'énormes quantités de meétabolites (acide
lactique ou éthanol) inhibe en outre le développement d'autres bactéries
fermentatives. Toutefois dans les environnements anaerobies naturels
comme les sédiments aquatiques, ou les concentrations en substrats
fermentescibles sont limitantes, les bactéries lactiques et les levures a
fermentation éthanolique sont dominées par d'autres bactéries
fermentatives qui, malgre leur vy faible, ont des meilleurs rendements

de croissance et de plus fortes affinités pour les substrats.

Un rendement élevé, di au gain supplémentaire d'ATP pendant la réaction |
catalysée par l'acétokinase, ne se produira que si le pyruvate est remplacé
par un autre accepteur d'électrons qui regoit les électrons des 2 NADH de
la glycolyse. L'accepteur d'électrons interne le plus important chez les
bacteries fermentatives productrices d'Ho est l'acétyl CoA. Cependant, si
I'acétyl-CoA sert d'accepteur d'électrons, 1a liaison riche en énergie est
tout de méme perdue (fermentation alcoolique). Pour que ces bactéries
profitent de I'énergie conservée sous forme d'acétyl-CoA, la totalité des
molécules d'acétyl-CoA ne doivent pas étre réduites. Ainsi la réaction de
fermentation théorique suivante donnera un ATP supplémentaire grace a la
phosphorylation d'une des deux molécuies d'Acetyl-CoA selon la réaction
de T'acétokinase, pendant que le second Acétyl-CoA regevra les électrons
des 2 NADH : |



¥
1 ATP

Eq.6 C6H1206 +3 H20 c=>CH3-COO_ + CH3—CH20H + 2H2 + 2H603_ + 3HY
24ER 8 ER 12ER 2x2ER

' _H_ faut noter ici que la production dHo a partir du pyruvate est
thermodynamiquement trés différente de la production dHo a partir du
NADH. Le potentiel rédox du pyruvate est suffisament négatif pour rendre
la production d'Hp exergonique en conditions standard (Tab. 1, Fig. 1). Ce
type de dégradation du glucose intervient chez les Entérobactéries. Du
formiate peut étre produit & la place de I'Ho et du COo ; Cela ne modifie

pas sensiblement 1a thermodynamique du métabolisme.

Des fermentations similaires au cours desquelles I'un des deux acétyl-CoA
est utilisé comme accepteur d'électrons, tandis que l'autre permet la
phosphorylation d'un ADP, se produisent couramment chez les Clostridies

productrices dHo; ce sont;



la fermentation butvrique : 20 = putvrate

24
1 .
[ L 2ATP
. 108 2 Z 10
2 2
8: CoA 8: CoA
8 — ]
| ;
ATP 20

£0.7CgH a0g = 2 Ho0 e==> CH3-CHo-CTHp-COO™ » 2 Ho + 2HCO3™ + 3HY

24 ER 20 ER 2x2 R

N

la fermentation acétone-butanolique : 24:: = putanoi, 16:. = acetone

2x24::

( .
A
2

10.. 1. 2 2 2

22 |
8:.CoA 8:CoA 5‘3:COA 8:.CoA
\ } \ ) \
4 16 ATP

Eg. B 2C6H]206 + 5H20=9

D2AER CH7-CHo-CHo-CHoOH + CHz-C0-CHz + 4Ho + SHCOz™ + SH”

24 ER 16 ER 4x2 ER



Puisque 12 production d'hydrogeéne maintient 1a liaison riche en énergie de
I'acéty] CoA, 1a réduction des protons est donc un avantage énergétique
comparée a celle daccepteurs d'électrons organiques internes. Les
fermentations alcoolique et lactique classiques des hydrates de carbone
tels que le glucose, sont énergétiquement moins intéressantes que 1es
fermentations qui produisent de T'hydrogéne. En conclusion, plus une

bactérie fermentative produira d’'hydrogéne, plus elle gagnera d'ATP.

11 semble donc raisonnable que les bactéries fermentatives capables de
produire de 1" Ho, préferent en fait utiliser les protons plutot que les

COmMposés organiques comme accepteurs terminaux d'électrons.

Cependant, lorsque Ho s'accumule chez de telles bactéries ou lorsguon le
rajoute dans 1a culture, le métabolisme est déplacé vers une réduction des
accepteurs d'électrons internes, ce qui aboutit a 1a production de composes
organiques plus réduits tels que les acides organiques autres que 1'acétate
et Tes alcools (Reddy et al., 1972; Chung, 1976; Schleifinger et al., 1975;
Yerushalmi et al.,, 1985; Winter, 1980; Heyndrickx et al., 1987).

3.7 Effet de I'élimination de I’'hydrogéne sur la fermentation

Dans des environnements contenant de fortes quantités de matiére
organique facilement dégradable, telles que les boues d'épandage ou le bois
en décomposition, Ho s'accumule dans des proportions supérieures a celles
observées dans les sédiments aguatiques (Phelps et al, 1987). Cette

accumulation d'hydrogéne entraine des concentrations élevées en produits
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de fermentation réduits. La disparition de Ho peut étre envisagée comme
- ayant un effet opposé. Le pfégeage continuel de Ho, par des bacteries
hydrogénophiles, déplace le métabolisme des bactéries fermentatives de la
production d'alcools et d'acides gras vers la production dH, + COs et
d'acétate comme produits majeurs de fermentation (Thauer et al., 1977; Mc
Innerney et Bryant, 1980). On a remarqué que des bactéries fermentatives
connues pour la production d'un large spectre de composés organiques,
produisaient presquexclusivement de I'Hy, de 1acetate et du CO»p
lorsqu'elies étaient en coculture avec une bactérie oxydant Hp (Chen et
wolin, 1977; lanotti et al, 1973; Schieifinger et al,, 197/5; Yerushalmi et
al., 1985).

4 Transfert interespéces d'hydrogéne (TIH)

4.1 Relations particuliéres entre les organismes consommateurs

d'Hp et les organismes producteurs d'Hop

La consommation de Hop par un second organisme ne permet pas seulement
aux souches fermentatives de gagner plus d'ATP mais également
daugmenter 1a vitesse du processus de fermentation . En conséquence
l'activité d'un consommateur d'hydrogéne présentera un avantage pour le
producteur d'Ho. D'autre part, les bactéries fermentatives produisant Ho
permettent aux consommateurs d'H» de se développer en leur procurant
leur substrat énergétique. Etant donné que les deux organismes profitent
mutuellement 1'un de l'autre, il est donC possible de considérer cette

relation comme une véritable symbiose.
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Les relations d'ordre trophique existant entre les bactéries anaérobies
productrices et consommatrices d'H» sont encore plus étroites lorsque 1e
substrat organique dégradé par les unes ne permet pas la svnthese
d'accepteurs délectrons internes. En effet, les substrats trés reéduits
comme les alcools ou les acides gras satures ne se dégradent gu'en
utilisant un accepteur externe d'électrons représenté exclusivement, dans
le cas de ces bactéries productrices obligatoires d'H» (BPOH), par les
protons. Lorsque H» s'accumule dans le milieu, ces dernieres sont alors
incapables d'orienter leur métabolisme vers l'utilisation d'un autre piege a
electrons. Cette accumulation dHo inhibe progressivement leur
meétabolisme et leur croissance et ce, tant que 'agent inhibiteur (Ho) n'est
pas enievé par les bactéries hydrogénophiles. On utilise le terme de
syntrophie pour qualifier cette association particuliere entre bacteries

anaerobies.
4.2 TIH obligatoire: les associations syntrophiques

Puisque les bactéries syntrophiques  classiques qui  utilisent
obligatoirement les protons comme seuls accepteurs d'électrons, sont
inhibées par leur metabolite Ho, elles ne sont en général pas capables de
se développer en culture pure. On ne peut les cultiver qu'en coculture avec
un partenaire capable de consommer cet Ho . Dans ces cocultures, la
dependance entre les deux organismes est si étroite quinitialement, les
associations syntrophiques ont été considérées comme un seul et méme
organisme, effectuant 3 la fois la dégradation du substrat organique et la
réduction de l'accepteur terminal d'électrons (Barker 1940, Brvant et al.
1967).
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La premieére culture bactérienne reconnue en tant que coculture
syntrophique (Bryant et al. 1967) est /elhanobaci/lus omelianskii qui

dégrade I'éthanol en acétate et méthane (Barker 1940).

Plus tard, dautres assoctations syntrophiques dégradant le propionate
(Boone et Bryant 1980), 1e butyrate (McInerney et al. 1979, 1981, Stieb et
Schink 1985), les acides gras a longues chaines (Stieb et Schink 1985, Roy
et al. 1986), les acides gras a chaines ramifiées (Stieb et Schink 1986),
les acides aromatiques (Mountfort et Bryant 1982, Mountfort et al. 1984,
Szewzyk et al. 1985, Barik et al. 1985), les acides aminés (Naninga et
Gotschal 1985, Stams et Hansen 1984) ou 'acétate (Zinder et Koch 1984)
ont été découvertes. L'association Melhanobacilius omelianskiin'est donc

pas un phenomeéne exceptionnel.

4.3 Rdle du TIH au cours de 1a minéralisation de 1a biomasse

La découverte des associations syntrophiques a permis d'expliquer 1a
dégradation anaérobie des substrats non fermentescibles dans des
conditions standard (I1 faut cependant signaler, qu'il a été montré
recemment que 1'éthanol peut aussi étre fermenté grace a la réduction du
CO» (Laanbroek et al. 1982, Eichler et Schink 1985, Samain et al 1982.)).

Dans les environnements anoxiques exempts de sulfate et de nitrate, seul



le CO» est un accepteur d'électrons possible pour la dégradation des
produits de fermentation tels que les alcools et les acides gras.
Cependant, les bactéries qui reduisent le COp,comme les bacteries
méthanogenes, n'utilisent qu'un spectre trés limité de substrats. Excepté
le formiate et 1'acétate, elles ne dégradent pas les autres acides gras et
ne sont pas trés performantes en ce qui concerne la dégradation des
alcools autres que le méthanol (Widdel1986). Leur rdle dans 1a dégradation

anaerobie de 1a matiere organique est d'oxyder I'acétate et 1'Ho.

Eq. 9 CH3-CO0™ + H0 &= CHy *+ HCO3™
Eq. 10 Ho + HCO3z™ + HY <= CHgq * 3 HY0

L'utilisation des protons (amplement disponibles dans tous les milieux
agueux), en tant que piége a électrons, est limitée pour des raisons
énergétiques (c.f. Introduction 2.5). Cependant, en présence de bactéries
consommatrices d'Ho, la dégradation des produits issus du processus de
fermentation devient possible via le TIH La figure 2 éclaircit le role
fondamental du TIH dans la minéralisation anaérobie de la matiére
organique et plus particuliérement dans 1a production de biogaz (Zehnder
1978, Bryant 1979, Mah 1982).

4.4 Théorie du recyclage de Ho: une "syntrophie” représentée par

un seul organisme

Les BSR classiques appartenant au genre Desw/fovibrio sont connues pour
etre des bactéries oxydant efficacement Ho (Badziong et Thauer 1978,
1980, Badziong et al. 1978, Brandis et Thauer 1981, Kristianssen et al.
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1882). 11 a été plus difficile de comprendre pourquoi, en présence de
sulfate, ces bactéries produisaient également de I'Hp au cours du
métabolisme du lactate (Hatchikian et al 1976, Tsuji et Yagi 1980, Traoré
et al. 1981) que d'expliquer pourquoi en 1'absence de sulfate, elles jouaient
le réle de bactéries acétogénes produisant de I'Ho quand elles étaient
mises en présence de bactéries méthanogenes consommant cet Ho

(MclInerney et Bryant 1981, Traoré et al 1983 a, b).

Dans les différentes publications traitant ce sujet, ie role de 1'H» produit
et réoxydé pendant la dégradation d'un substrat organique par les bactéries

sulfato-réductrices a été 1'objet de controverses:

Odom et Peck (1981) ont conclu que Ho est un produit intermediaire
obligatoire du métabolisme des especes de Desuirovibrio, en se basant sur
le fait que les sphéroplastes de Desu/fovibrio qui ont perdu V'hydrogénase
périplasmique, ne dégradent Ho quaprés addition dhydrogénase et de
cytochrome 3. Selon ces auteurs, il existerait un mécanisme semblable de
réoxydation des équivalents réducteurs chez les BSR mais également chez
les bactéries homoacétogénes (Peck et Odom 1984) qu'ils ont dénomme
‘recyclage  d'hydrogene” ("hydrogen cycling”). Selon cette idée, une
bacterie fermente un substrat organigue comme le lactate, en H» ,CO» et
acétate et recupére I'Ho excrété en effectuant une respiration. Son
meétabolisme correspond donc formellement au métabolisme d'une culture
syntrophique. Cependant, Lupton et al. (1984) ont conclus de leurs
observations que les especes de ZJesu/fovibrio dégradaient le lactate
aprés un jour d'incubation en présence d'Ho presque autant qu'en 1'absence
dHo et que Ho n'était donc pas un produit intermédiaire mais un produit

secondaire contrdolant le niveau doxydo-réduction des transporteurs
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d'électrons internes.

A T'heure actuelle, i] existe deux modéles'expliquant le fait quHo est
produit et consommeé au cours de 1a dégradation du lactate par Qesu/rovitic
sop (Fig. 3, 4). Selon le modéle de Lupton et al. (1984), le gradient de
proton est créé grace a une translocation classique des protons coupiée a
la réoxydation des équivalents réducteurs (Hypothése de 1a respiration de
Mitchell). Par contre Odom et Peck (1981) proposent ia création d'un
gradient de protons par la séparation des charges issues de 1'oxydation de
I'Ho : les charges positives (2 H") restent alors dans l'espace
périplasmique et les charges négatives (2 e7) sont transférées dans le

cytoplasme pour réduire le sulfate.

La mise en évidence de deux hydrogénases chez ZDesulfovitrio vulgaris
I'une périplasmigue et I'autre cytoplasmique (Lupton et al 1984, Pankhania

et al 1987) est en faveur de T'hypothéese dOdom et Peck.

S Oxydation de 1'Ho

Dans I'atmosphére ambiante, 1'oxydation de I'hydrogene n'est possible que
lorsqu'elle est catalysée (méme le 'Knaligas' constitué de 80 % d'Hy + 20 %
d'0o ne réagit pas spontanement). La réaction d'oxydation de 1'H5 1a plus
connue est celle qui est catalysée par les microorganismes. Dans les
environnements contenant des sources d'énergie favorables a la croissance
bactérienne, les bactéries capables de dégrader ces substrats vont se
développer forcément. Par exemple, on observe de fagon générale Ia

présence de bactéries hydrogénophiles dans les biotopes contenant de
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I'hydrogéne. Ces bactéries hydrogénophiles peuvent étre facilement isolees
sur des milieux contenant une source d'hydrogéne abiotique ou biologique
(Abram et Nedwell 1978a, Sorensen et al 1981). Les bactéries présentes
dans les sols aérés catalysent eégalement I'oxydation de 1'Ho, apres

exposition de ces sols a Hyp (Dugani et al. 1986)

5.1 Organismes catalysant I"oxydation de Ho

Les organismes qui oxydent I'hydrogéne appartiennent @ différents groupes
bactériens physiologiquement et taxonomiquement différents. Ces groupes
ont en commun les points suivants : _

- des enzymes hydrogénases qui catalysent T'étape initiale d'oxydation de
I'Ho.

- ytilisation d'un accepteur externe d'électrons qui recgoit les électrons
produits par I'oxydation de Ho. -

- une chaine de transport d'électrons qui permet le transfert des électrons
fournis par l'oxydation de I'hydrogene vers l'accepteur d'électrons externe.
Au cours de ces réactions de transfert d'électrons, il y a conservation de
I'énergie par utilisation de la force proton-motrice (FPM) grace a
I'ATP-ase.

Ce dernier point indique que les bacteries oxydant I'hydrogéene sont des
bacteries qui respirent. Cependant, dans la littérature certains auteurs
comme Lancaster (1986) n'excluent pas la possibilite  d'une
phosphorylation au niveau du substrat au cours de la dégradation de Ho.
Mais a 1'exception de cette phosphorylation oxydative (respiration), on ne

connait pas a l'heure actuelle d'autre mécanisme de conservation de



I'énergie permettant la production d'ATP a partir de I'oxydation de 1'Hp Par
conséquent nous considererons que les bactéries oxydant Ho sont des

bactéries qui effectuent une respiration.

On peut classer les bactéries qui oxydent Ho en fonction des accepteurs
d'électrons qu'elles utilisent et de ce fait en fonction de leurs
métabolites excrétés. Tous les groupes physiologiques de bactéries
possédant une chaine respiratoire (bactéries effectuant une réduction
dissimilatrice d'accepteurs deélectrons externes) ont des representants
capables d'oxyder I'hydrogéne. Comme c’est surtout 1a réaction d'oxydation
de Ho plutét que la position taxonomique de T'organisme catalyseur qui
nous intéresse, nous avons classé les principales réactions biologiques
consommant de I'hydrogéne, actuellement connues, en fonction des

accepteurs d'électrons mis en jeu dans ces réactions (Tab. 2, Fig. 1).

Dans la mésure ou I'hydrogéne est un intermédiaire important au cours de
la dégradation des substrats organiques en conditions anaérobies, les
bactéries qui, dans la nature, réalisent une oxydation anaérobie de
'hydrogene, présentent un intérét particulier. Les bactéries méthanogenes
(Zehnder et Ingvorsen 1982, Fardeau et Belaich 1986) et les bactéries
sulfato-réductrices (Badziong et Thauer 1978, 1980, Badziong et al. 1978,
Brandis et Thauer 1981, Cypionka et Pfennig 1986) sont les bactéries

anaérobies oxydant Ho les plus importantes et les mieux étudiées.

5.2 Compétition pour I'hydrogéne

Dans les biotopes naturels exempts doxygéne, les concentrations en



Tab. 2 - Accepteurs d'électrons utilisés pour I'oxydation de I'hydrogene par
differents genres bacteriens.

accepteur accepteur AG” qgenre bactérien références
oxyde réduit (kJ/ mole HQJ {example) bibliographiques

HCO3' acetate -26.2 Acetobacterium wieringa 1940

HCOz™ méthane -33.9 Methanosarcina -

s sulfure -28.0 Desulfovibrio ,(Wolinella)  Biebl et Pfennig 1977
Methanococcus Stelter et Gaag 1983

S04 sulfure -38.0 Desulfovibrio -

5,057 sulfure -425 Desulfovibrio -

80z sulfure -43.2 Desulfovibrio -

fumarate succinate -86.2 Wolinetla (Desulfovibrio)  Kroger 1978

methanol méthane -112.5 Methanosarcina Muller et al. 1986

ferulate hydroferulate Wolinella Chmiya et al 1986

cafféate hydrocaffeate -85.5 Acelobacterium Tschech et Pfennig 1984

nitrate ammonium -149.9 Desulfovibrio,(Wolinelia) Seitz et Cypionka 1986

nitrite ammonium -145.5 Desuifovibrio Seitz et Cypionka 1986

nitrate azote -224.1 Paracoccus -

oxygene eau -237.3 Paracoccus -

acétate éthanol -4.9 Desulfobulbus* Laanbroek et al, 1982

butyrate butanol -8.2 Clostridium > Jewell et al. 1986

propionate propanol -6.1 Clostridium* Jewell et al. 1986

glycerol propanediol Desulfovibrio* ce travail

* pas de croissance selon la réaction décrite



hydrogéne sont extrémement faibles. Cela est di a une oxydation efficace
de Ho par les bactéries anaérobies hydrogénophiles. En fonction de la
disponibilité des accepteurs d'électrons, les différents groupes de
bactéries anaérobies oxydant Ho entrent en compétition pour I'hydrogene
excrété par les bactéries fermentatives. Dans les environnements
anaérobies contenant des concentrations extrémement faibles d'Hp (Conrad
et al. 1985,1986, Lovley et al 1982, Robinson et al 1981, Strayer et Tiedje
1978), les bactéries les plus adaptées et les plus efficaces a utiliser cet
hydrogéne sont donc favorisées. La compétition pour I'hydrogéne entre les
bactéries sulfato-réductrices (BSR) et les bactéries méthanogénes (BM)

est la mieux étudiée.

Dans les sédiments marins riches en sulfate, 1a production de méthane
s'est avérée négligeable (Jargensen 1980, Martens et al. 1974, Oremland
et Taylor 1978). L'addition de sulfate & des sédiments d'eau douce (ne
contenant pas de sulfate) produisant du méthane provoque une inhibition de
la méthanogénese (Winfrey et Zeikus 1977, Sansone et Martens 1981) et
simultanément une production importante de sulfures. L'idée initiale d'une
inhibition des bactéries méthanogénes par le produit final de 1a réduction
du sulfate a été rejetée lorsqu'il a été démontré que 1'H>S n'influait pas
significativement la production de CH4 aussi bien dans les environnements

naturels (Jargensen 1977) qu'en culture pure (Mountfort et Asher 1979).

L'effet inhibiteur du sulfate sur 1a méthanogénése n'a été observé qu'avec
des populations bactériennes naturelles et jamais en culture pure de
bactéries méthanogénes. C'est pour cette raison que, dans les biotopes
naturels, leffet inhibiteur du sulfate sur la méthanogénése est

interprétéecomme une compétition cinétique vis-a-vis de substrats



communs entre BSR et BM.  (Mountfort et al. 1980. Lovley et al 1982,
Abram et Nedwell 1978). Des etudes cinétiques realisees en cuiture pure
ont finalement prouvé que les BSR I'emportaient sur les BM au cours du
processus de compétition pour Ho grace a leur plus grande affinité pour
des substrats communs importants tels que l'acétate (Schonheit et al.
1982) et T'hydrogéne (Lovley et Klug 1983, Lovley et al. 1982, Robinson et
Tiedje 1984, Kristianssen et al. 1982). Cependant l'inhibition totale de 1a
methanogénése par la sulfoato-réduction ne s'expligue pas uniguement par
des paramétres cinétiques. En conséquence, Lovlev (1886) a récemment
proposé que le seuil de concentration dhydrogene ("threshold
concentration”) utilisable par les différents organismes soit considéré, au
detriment des parametres cinétiques (U max, Km). comme le facteur
déterminant ie résultat de la compeétition pour I'hydrogene. Selon cette
hvpothése, ce n'est pas l1a vitesse inférieure doxydation des traces
d'hydrogene qui pourrait expliquer l'incapacité des bacteries méthanogenes
a etre competitives pour T'hydrogéne en présence de BSR actives, mais -
I'impossibilite d'oxvder Ho en dessous d'une certaine concentration (seuil
de concentration d'Hn). A I'heure actuelle, il est difficile de choisir entre
le modéle cinétigue ou e modéle de seuil de concentration pour décrire le
plus exactement possible le processus de competition pour FHo. |1 est
dailleurs possible que ces modeles jouent tous les deux un rdle dans la

nature.

La concentration apparente en hydrogéene détermine non seulement Ia
vitesse {modele cinétique) ou la capacité a dégrader H» mais controie
¢galement, du moins en théorie, e taux de production de I'hydrogéne et par
la méme le taux de croissance des bactéries syntrophiques (Powell

1984,1985, Archer et Powell 1985). Selon les calculs de Powell, dans de



telles associations syntrophiques, la capacité du consommateur
d’hydrogéne a maintenir 1a pression partielle d'hydrogéne a un bas niveau

devrait déterminer le taux de croissance de la coculture entiére.

6 Corrosion du fer
6.1 Le fer a 1a surface de 1a terre

A la surface de la terre, le fer ne se trouve pas naturellement sous forme
métalligue (fer é1émentaire) pour deux raisons :

- |1 s'oxyde spontanément dans des conditions humides et aérobies
(C'est-a-dire dans presque tous les sols et les eaux ).

- Aucun processus naturel ne peut réduire les formes oxydées du fer en les

ramenant a I'état meétallique (degré d'oxydation 0).

Les seules espéces du fer qui prennent part & des réactions
d'oxydo-réduction naturelles sont le fer ferreux (Fe2*) et le fer ferrique
(Fe3*). Dans les environnements naturels, on peut visualiser les différents
états d'oxydation du fer. En effet, les biotopes oxydés de couleur rouge
brun sont généralement riches en fer ferrique alors que les biotopes
anoxiques de couleurs noires (sédiments lagunaires et sols anaérobies
comme les rizieres) correspondent souvent a des zones anérobies riches en
fer ferreux combiné sous forme de suifures (FeS). Dans ies environnements
anaérobies, le fer ferrigue est donc un oxydant et dans les biotopes riches

en oxygéne, le fer ferreux est un réducteur.
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d'hydrogéne a maintenir 1a pression partielle d'hydrogéne a un bas niveau

devrait déterminer le taux de croissance de la coculture entiere.

6 Corrosion du fer
6.1 Le fer a 1a surface de 1a terre

A la surface de la terre, le fer se trouve naturellement sous forme
métallique (fer élémentaire) pour deux raisons :

- |1 s'oxyde spontanément dans des conditions humides et aérobies
(c'est-a-dire dans presque tous les sols et les eaux ).

- Aucun processus naturel ne peut réduire les formes oxydées du fer en les

ramenant a I'état métallique (degré d'oxydation 0).

Les seules espéces du fer qui prennent part a des reactions
d'oxydo-réduction naturelles sont le fer ferreux (Fe2*) et le fer ferrique
(Fe3*). Dans les environnements naturels, on peut visualiser les différents
états doxydation du fer. En effet, les biotopes oxydés de couleur rouge
brun sont généralement riches en fer ferrique alors que les biotopes
anoxiques de couleurs noires (sédiments lagunaires et sols anaérobies
comme les riziéres) correspondent souvent a des zones anérobies riches en
fer ferreux combiné sous forme de sulfures (Fe3). Dans les environnements
anaérobies, le fer ferrique est donc un oxydant et dans les biotopes riches
en oxygene, le fer ferreux est un réducteur. Par ailleurs, lé fer entre dans
1a composition de nombreux transporteurs d'électrons (cytochromes) ainsi
que dans la composition de certaines molécules chargees de véhiculer

'oxygeéene (hémoglobine).
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Selon son degré d'oxydation, le fer élémentaire Fe(0) est un reducteur plus
puissant que le fer ferreux et constitue un agent réducteur aussi bien dans
les environnements aérobies gu'anaérobies. On peut alors considérer le fer
métalliqgue comme un composé réduit artificiellement (au dépens d'une
perte d'énergie considérable). C'est donc un donneur d'électrons puissant
qui a tendance a S'oxyder en présence doxydants naturels (accepteurs
d'électrons) au cours de réactions chimiques (accepteur d'électrons =
oxygéne) ou de réactions catalysées biologiqguement (accepteur d'électrons

= sulfate).

6.2 Corrosion aérobie : formation de rouille

Le type de corrosion le plus important sur le plan économique est
certainement 1a corrosion aérobie qui a pour résultat la formation de
rouille. La corrosion est un processus électrochimique qui se déroule
spontanément a la surface du métal lorsque celui-ci est placé en milieu
agueux et en présence d'oxygéne. Dans la littérature (Miller et King 1975 ),

ce mécanisme s'explique de 1a fagon suivante :

Lorsque qu'un métal ferreux est immergé en milieu aqueux, il commence a
dissoudre trés lentement des cations Fe2* (qui peuvent a nouveau étre
oxydés en Fe3* par I'oxygene). Cette réaction s'appelle la réaction
anodique. Les deux électrons libérés au cours de 1I'oxydation d'un atome de
fer (0) restent dans le réseau métallique ce qui correspond a une réduction
du fer. La réaction anodique peut donc étre considérée comme une

dismutation du Fe® en Fe2* et en Fed™, Les charges négatives qui restent a



la surface du fer dans le réseau métallique ne peuvent pas s'accumuler
dans un systéme conducteur tel quun métal. Elles se répartissent donc &
la surface du métal et peuvent étre consommées (oxydation du fer) par des
oxydants tels que l'oxygene (réaction cathodique, Fig. 6 de l'article 7).
C'est uniquement aprés 1'enlévement de ces électrons que 1'on observe une
dégradation effective du métal. Le processus de corrosion qui correspond a
I'ensemble des deux réactions anodique et cathodiqgue se poursuil et
aboutit a la dissolution du fer dans le milieu, mesurable par la perte de

poids du métal.

Dans les environnements aérobies tels que les réseaux d'égout, ou l'on
observe généralement une activité microbienne intense, les bacteries
aérobies peuvent accélérer ce processus de corrosion en produisant des
acides corrosifs (Milde 1983) ou en créant des cellules daération
différentielle (Daumas 1987). Cependant, 1a formation de rouille qui est le
résultat de I'oxydation du fer ferreux en fer ferrique, ne dépend en aucun

cas de l'activité bactérienne,

6.3 Polarisation: comportement théorique du fer en milieu

aqueux exempt d'oxygéne

En l'absence doxvgene, la réaction anodique, qui est la réaction de
corrosion proprement dite, est identique a celle décrite dans le cas
d'une corrosion aérobie. Par contre, la réaction cathodique est différente
en ce sens que les electrons libérés dans le réseau métallique sont
utilisés pour la réduction des protons provenant de la dissociation de

I'eau avec pour conséquence la production d'hvdrogéne. De maniére
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générale, I'hydrogéne formé s'adsorbe a la surface du métal sous forme
d'un film protecteur et 1a vitesse de la réaction cathodique devient si
lente qu'elle est inefficace a déplacer le systéme dans le sens de la
consommation des électrons. L'ensemble est alors en équilibre; Ce
phénoméne est connu sous le nom de polarisation. Cette polarisation
permet d'expliquer que le fer est généralement peu corrodé dans les

environnements anoxiques (et stériles).

6.4 Corrosion anaérobie : Corrosion microbienne

Dans les environnements stériles anaérobies, 1a corrosion du fer n'est
généralement pas significative. Par conséquent, l'importance de cette
corrosion observée dans des biotopes exempts d'oxygéne, a été attribuée a
l'activité des bactéries. La corrosion microbienne en 1'absence d'oxygene a
une grande importance économique. En effet, aux Etats-Unis, les pertes
occasionnées par ce type de corrosion, principalement des canalisations
enterrees (habituellement limitées en O5), ont éte estimées entre 0,5 et 2

x10 9 dollars (Greathouse et wessel, 1954, cités par Postgate 1979).

C'est dans T'industrie du pétrole aussi bien au niveau de 1a production, du
stockage que du transport (pipelines) du pétrole (c.f. article 7) et dans
I"industrie géothermique (Daumas 1987) que les cas les plus importants de
corrosion anaérobie ont été observés. Les ouvrages endommagés présentent
genéralement une morphologie de corrosion en pigdres ("pitting corrosion”)
qul peuvent aboutir rapidement a des perforations. La corrosion anaérobie

a généralement été attribuée aux BSR.



Une revue détaillée du role dominant des BSR dans la corrosion anaérobie
du fer est présentée dans l'articie 7. Si I'enlévement du film protecteur
d'H» & la surface du métal par les BSR, entrainant I'accéleration exclusive
de la réaction cathodique, est effectivement le principal mécanisme
responsable de la corrosion anaérobie, d'autres bactéries anaérobies
oxydant T'H»o, autres que les BSR, devraient étre capables de provoquer ce
type de corrosion. L'effet des bactéries hydrogénophiles aerobies et des
bactéries methanogénes oxvdant 1'Ho, sur la corrosion anaerobie du fer a
déja été étudié et n'a pas été jugeé significatif (Booth et al 1968). Ce
résultat met donc en relief I'importance éventuelle de la production de

sulfure par les BSR au cours du processus de la corrosion anaérobie.

L'un des buts du présent travail a été de tester V'effet d'autres bactéries
oxydant H»mais ne produisant pas de sulfure, sur I'oxydation anaérobie du
fer afin de n'étudier que le rdle de la consommation bacterienne

d'hydrogene cathodique.

Si, en anaerobiose, le fer métallique réduit vraiment les protons en H», on
devrait alors pouvoir mesurer, dans ces conditions, une production d'H» &
partir du fer. Un autre but de ce travail a donc consisté a demontrer 1a

production de Ho produit par le fer métallique immergé en milieu anoxique.

7/ Objectifs de recherche

Dans I'état actuel des connaissances, il reste encore quelgues questions

sans réponse qui constituent les buts méme du présent travail ;
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® Réle du métabolisme de I'Ho dans 1e TIH

efxistence d'un TIH a partir des composes en Cy qui ne permettent pas une
phosphorylation par 1a réaction phosphoroclastique.

eLe TIH est-il toujours un avantage pour le donneur d'Ho 7

etst-ce le seuil de l'oxydation de Ho ou les parameétres cinétiques qui
determinent le succes d'un organisme dans la compétion pour I'Ho 7

®A quoi est di le seufl de la concentration oxydable d'Ho ?

e Est-ce qu'il existe un transfert d'H- entre le fer et une BSR similaire au
TIH?



Rasultats et Discussion
1 Détermination des sulfures dissous et précipités

Dans 1a plupart des expériences présentées dans cette étude, il a été
nécessaire de déterminer quantitativement les sulfures, et plus
particuliérement pour les expériences de corrosion dans lesquelles 1es
sulfures produits ont tendance & précipiter avec les ions Fe(ll) dissous. La
détection des sulfures par les méthodes classiques de distillation aurait
demandé beaucoup de temps. Une méthode rapide et facilement réalisable
pour 1a quantification des sulfures précipités et dissous, non disponible

jusqu'a présent, a été mise au point dans ce but (article 1).
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Summary

Dissolved sultide was determined spectrophotometrically as a colloidal soluuon of copper sulfide. Calibra-
ton curves were hnear. Maximal deviation error was below 5(7, Sulfide precipitated as FeS was determined
after acidification of the medium.

Kev words:  Ferrous sulfide - Spectrophotometric sulfide detection - Standard preparation - Sulfide cali-
brarnon curve

Introduction

Sulfide in cultures of sulfidogenic bacteria is usually determined by the methylene
blue reaction [1, 2]. This method permits quantitative analysis of traces of dissolved
sulfide (e.g., in groundwater) down to concentrations of micromoles per liter. Since this
reaction takes about 20 min, the presence of dissolved sulfide in cultures of sulfate-
reducing bactena (SRB) 1s proved rapidly by its colloidal precipitation as CuS in a
copper sulfate reagent (3. 4]. After its modification, this qualitative proof can be
quantified photometrically, as described in this paper.

Materials and Methods

The copper reagent consisted of HCl (50 mmot-1} and CuSO, {5 mmol }). The
reaction was:

CUSO4 + HzS — CuS = H:SO4

0167-7012 $5 $03.30 ® 1985 Elsevier Science Publishers B.Y. {Biomedrcal Division)
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Procedure

All culture vessels were completely filled. If not, the pH of the culture was increased
to pH 10 to reduce loss of volatile H,S that escaped into the gas phase. Culture fluid
(0.05 ml) was removed by syringe or pipette from the culture vessel while 1.95 ml copper
reagent was magnetically stirred (1000 r.p.m.) in a 2 ml, | cm measuring cuvette. The
culture fluid was rapidly injected into the stirring reagent. Immediately after mixing for
Ss, the absorbance was measured at 480 nm in a Bausch & Lomb Spectronic 21
photometer. The mixture of 0.05 ml cuiture liquid and 1.95 ml HCI (50 mmol/]) served
as blank.

The magnetically stirred cuvette could be replaced by a test tube posed on a whirl
mixer (1000 r.p.m.). In this case, 4 ml reagent and 0.1 ml culture fluid were used.

Sulfide standard preparation

Distilled water (200 ml) was boiled to remove dissolved oxygen. The hot water was
cooled under N, as the gas phase (Hungate technique [5, 6]) and the vessel was sealed
with a rubber septum. Five ml of this anoxic water was dispensed by syringe into
several 14 ml N, filled, septum sealed test tubes (Hungate tubes, Bellco Glass Inc.,
Vineland, NJ, USA).

A washed crystal of Na,S-9H,0 was dissolved in anoxic water to a known
concentration (50-100 mM). Five ml of this concentrated sulfide solution was trans-
ferred by syringe into the first of the tubes containing 5 ml anoxic water. After shaking,
5 mi of this mixture were transferred anaerobically into the second tube. By this means,
an anoxic dilution series of dissolved sulfide was prepared. Since solutions of Na,S are
alkaline (pH 12), volatile H,S in the gas atmosphere was negligible,

Precipitated sulfide

In culture media containing dissolved Fe?*, the produced sulfide was partly preci-
pitated to the vessel bottom as FeS. Five percent of the FeS-free culture liquid was
removed from the completely filled vessel by syringe through the rubber septum and
was replaced by 4 M HCI. The tube was shaken until all FeS dissolved and total sulfide
was determined as described above., Undissolved sulfide was calculated by subtraction
of dissolved sulfide from total sulfide.

Results and Discussion

Aliquots of sulfate-reducing bacterial cultures, cultivated without gas phase in the
medium of Widdel and Pfennig [7], when added (1:4, v/v) to the acidic CuSO, solution
[1, 2], caused a dark brownish precipitation of CuS. Smaller amounts (1:40, v/v) of
aliquots added to the moving copper reagent resulted in a colloidal CuS solution which
remained stable for 20-40 s. During this time, the absorbance of the end product was
measured at 480 nm wavelength,

At 480 nm, the reagent had the same optical density as distilled water. HCl
(50 mmol/I) added by the culture aliquot served as blank. Calibration curves were linear
up to an absorbance of 0.5 (Fig. 1). Therefore a factor could be used to calculate the
sulfide concentration from the measured absorbance. Maximal obtained deviation from
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Fig.l. Calibration curves of sulfide determunation. Suifide standards were added to 4 ml moving copper
reagent.
TABLE |
Methylene blue reaction Copper sulfide reaction
Reaction time 20 rmun 0.5 min
Maximal error below 5; below 5.
Detection limit 0.0f mM 0.4 mM
Calibration curve not linear linear
Highly toxic residues 100 ml ¥, ¥-dimethyi-1 4-phenviene-diamonium none

dichloride~containing solution

the calculated straight regression line was less than 5¢z. Reproducible results were only
obtained when the reagent and culture aliquot were mixed together while they were
moving (magnetic stirrer or whirl mixer). Even intensive stirring of the reagent
immediately after the culture liquid was added to the resting reagent. resulted in
maximal deviation of about 15%.

Some culture media of SRB contain high amounts of ferrous iron salts (e.g.,
Postgate’s medium [7]) which precipitate after bacterial growth as FeS; or dissolved iron
is supplemented to trap hydrogen sulfide [8]. In the presence of elemental iron, a part of
the sulfide produced also precipitates as FeS (corrosion experiments [9]). In these cases,
only excess sulfide remains dissolved in the medium. After sedimentation of the FeS-
flocks. the remaining dissolved sulfide was determined as above. After acidification of
the culture hquid (see above), the FeS dissolved, and total produced sulfide could be
determined. Compared to the methylene blue reaction [I. 2], the determination of
dissoived sulfide in cultures of sulfate-reducing bacteria with the described method was
more rapid with similar accuracv and no toxic products (Table 1).

No other anions usually present in bacterial cultures or biological environments
precipitate with copper in acidic solution. Therefore this method may also be applied
directly in natural habitats of sulfate-reducing bacteria (marine sediments).
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2 Transfert interespéces d'hydrogéne (T1H)
2.1 TIH a partir du fructose

11 a été découvert fortuitement que l1a souche Qesulrovibrio JJ était
capable de dégrader le fructose. Le métabolisme des hydrates ‘de carbone
chez les especes de Qesulrovibrio n'étant pas connu, i1 nous a semblé
intéressant d'étudier 1a formation des produits du métabolisme de ces
souches ainsi que les rendements en biomasse obtenus au cours de la
dégradation du fructose en présence et en l'absence de suliate. 11 nous a
semblé plus particulierement intéressant de voir si en l'absence de
sulfate, les bacteries méthanogénes hydrogénophiles pourraient jouer le
role d'accepteur d’hydrogene comme précédemment observé avec dautres
souches de fesu/rovibrio utilisant le lactate (Bryant et al. 1977, Traoré
et al. 1983, 1983 a) et dans ce cas, de voir également si, en enlevant 1'Ho,
I'équilibre de 1a fermentation était deplacé vers une production accrue (ou
exclusive) dH, et dacétate permettant ainsi une formation plus
importante d'ATP (c.f. Introduction 3.5, 3.7)(article 2).
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and in Coculture with Methanospirillum hungatei
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Abstract. In a mineral medium containing sulfate, the sulfate-reducing bacterium Desulfovibrio
sp. strain JJ degraded | mol of fructose stoichiometrically to I mol of H,S, 2 mol of acetate, and
presumably 2 mol of CO,. The doubling time was 10 h, and the yield was 41.6 g dry weight/mol
fructose degraded. In the absence of sulfate, the hydrogenophilic methanogen Methanospiril-
lum hungatei replaced sulfate as hydrogen sink. In such cocultures, 1 mol of fructose was
converted to 2cetate. methane, succinate, and presumably CO, in varying concen:rations. The
growth yield of the Hj-transferring association was 33 g drv weight/mol fructose. In the absence
of suifate, Desulfovibrio strain JJ slowly fermented 1 mol of fructose to | mol of succinate, 0.5
mol of acetate. and 0.5 mol of ethanol. The results are compared with those of other anaerobic

hexose-degrading bacteiia.

Sulfate-reducing bacteria (SRB) are known as typi-
cal organisms which end-oxidize organic matter to
CO;, in strict anaerobic sulfate-containing natural
environments [11, 13, 21, 26]. Their metabolism is
specialized in degrading the products excreted by
fermenting bacteria: acetate, propionate, butyrate,
and hydrogen are their main substrates in anaerobic
sediments [23]. They also degrade other fermenta-
tion products like alcohols, long-chain fatty acids,
and lactate {20, 27]. The carbohydrate degradation
in natural environments has never been shown to
occur directly via SRB.

Only Desulfotomaculum nigrificans has been
documented to degrade fructose [12] or autoclaved
alucose (1], but no other carbohydrates. (Filter-ster-
ized glucose was not degraded by this species [12];
this indicates isomerization of glucose by heat. par-
tially to fructose (12, 17].) However, growth of D.
nigrificans on fructose is very poor and slow (R.
Klemps, personal communication). Furthermore.
Desulfotomaculum species, which are all sporulai-
ing rods, are more closely related to the fermenting
and homoacetogenic bacteria of the genus Clostrid-
{um than the other SRB, as evidenced by 16S-rRNA
homology studies [12], by their gram-positive cell
wall structure [22], by their capability to reduce CO,
to acetate [12], and by the fact that they are sporula-
ted.

Members of the genus Desulfovibrio have never
been shown to degrade carbohydrates in pure cul-
ture [20].

Materials and Methods

Organisms. Desulfouibrio strain JJ was obtained by repurifica-
tion of a culture of a Desulfovibrio strain isolated by J.W. Jones
{University of lllinots) [10]. Methanospirillum hungatei (DSM
864) was isolated from the defined syntrophic association with
Syntrophus bushwellii (DSM 2612 TB).

Medium and growth conditions. The anaerobic Hungate tech-
nique (8] as modified for the use of syninges (14] was used
throughout this study. The anaerobic bicarbonate-buffered. sul-
fide-reduced medium contained fructose and vitamins as soie
organic substances. This medium was composed as described for
SRB [27] and prepared as previously described [5]. In the cocul-
ture and fermentation experiments, sulfate was omitted. Stock
solutions of fructose (0.5 mol liter) were autoclaved separately.

The cells were cultivated in 300 ml medium with and with-
out gas phase for coculture and monoculture experiments re-
spectively. Cell dry weight of the centrifuged and washed (phos-
phate buffer, 50 mmol/liter} cells was determined after drying at
60°C. All chemicals used were of reagent quality.

Analytical methods. All determinations were repeated twice.
Sulfide was determined spectrophotometrically as colloidal CuS
[4]. Methane and alcohols were determined by gas chromatogra-
phy (Varian Aerograph 2700: injection: 250°C; column: 3 m x $
in. stainless steel, Porapack Q 80-100 mesh, 215°C; carrier gas:
N, flow rate: 30 ml/min; detection: flame ionization 245°C).
Fructose and organic acids were measured by HPLC

Address reprint requests 10: Dr. Ralf Cord-Ruwisch, Laboratoire de Microbiologie. ORSTOM. Université de Proveace, 3 Place Victor-

Hugo. F-13331 Marseille cédex, 3 France.



20

10

Concentration [mmol /1]

0 ) 100
Time [h)

Fig. 1. Time course of fructose degradation and end-product
formation by Desulfovibrio sp. strain JJ in the presence of sul-
fate: @——@, fructose; A——A, acetate; and l——0M, sulfide.

(pump: Analprep 93, Touzart et Matignon, Vitry sur Seine,
France; flow rate: 0.6 ml/min; injection loop: 100 ul; column:
Amines Ion-Exclusion HPX-87H, 300 x 7.8 mm, Bio-Rad, Rich-
mond, California; column temperature: 40°C; detection: differen-
tial refractometer, Knauer, Berlin; recorder integrator: Chroma-
topak C-R3A, Shimadzu, Kyoto).

Purity tests. The purity of the isolate was tested in the same
medium as described above, with addition of 1% glucose + 1%
yeast extract + 1% biotrypcase. Furthermore, all isolated: colo-
nies were examined microscopically.

Purification technique. The strain was repurified by repeated ap-
plication of the agar shake dilution technique [27), modified by
using Hungate tubes and sterile syringes after each dilution step.
Agar was washed five times with distilled water. The strain was
also repurified on H,, according to the anaerobic roll tube tech-
nique {9]. In this case, ‘‘Noble-Agar” (Difco), acetate (I mM),
and vitamins were the only organic compounds.

Results

The Desulfovibrio sp. isolated by J.W. Jones [10]
and called D. vulgaris strain JJ was previously used
to serve as H, consumer in mixed defined cultures
with the homoacetogenic Sporomusa acidovorans
[17] on fructose (unpublished results). Sulfate was
reduced to sulfide by this coculiture as well as by the
control essay, containing fructose and inoculated
only with Desulfovibrio strain JJ. After two days of
incubation, strain JJ was grown to a higher optical
density (OD = 0.9 at 580 nm) than the pure culture
of S. acidovorans (OD = 0.7).

The Desulfovibrio strain also grew well on lac-
tate and hydrogen (+1 mM acetate) and poorly on
ethanol and methanol. In order to confirm the purity
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of the culture, strain JJ was cultivated parallel on
lactate, ethanol, methanol, hydrogen (+1 mM ace-
tate), and fructose; and after three transfers of each
essay, the strain was repurified on the relative sub-
strate as described in Materials and Methods. All
isolates were morphologically uniform (motile vi-
brios). No isolate grew in the purity test medium.
After transfer into fructose medium, all isolates de-
graded fructose without lag phase. The isolate fi-
nally used was obtained from a single colony of the
last (7th) dilution step of a rolled agar tube [17] with
H; as the energy source. The colony was suspended
aseptically in liquid mineral medium and was di-
luted by successive transfers into a series of sterile
tubes containing H, as the sole energy source. The
last positive tube (11th) of this third dilution series

- served as the inoculum for the following experi-

ments,

Fructose was degraded to acetate, sulfide, and
presumably to CO, (Fig. 1). Traces of succinate
were found after the growth in fructose-rich (20
mM ) medium (Table 1). The high cell yield (about
41.6 g dry weight/mol fructose) accounted for about
28% of the whole reducing equivalents from the
substrate incorporated into cell mass. The doubling
time of strain JJ as calculated from fructose disap-
pearance was 10 h.

In the absence of suifate, strain JJ fermented
fructose to acetate, succinate, and ethanol (Table 1)
according to the following equation:

2 C¢H ;06 — 2 "-O0OC—CH,—CH,—CO0~
+ CH;—COO~ + CH;—CH,0H + 5H* + H,O

AG® = =266.4 kl/mol fructose

Under these conditions the growth of De-
sulfovibrio sp. strain JJ was extremely slow (t4 450
h). However, even after two months of incubation
most of the cells were motile. The addition of sul-
fate to such a two-month-old culture of strain JJ led
to the degradation of the ethanol produced but not
to succinate degradation.

In the absence of sulfate, the hydrogen-con-
suming methanogenic bacterium Methanospirillum
hungatei served as an alternative acceptor of reduc-
ing equivalents liberated by strain JJ from fructose
degradation to acetate. At the beginning of the incu-
bation, this coculture produced only acetate, CH,,
and presumably CO, as end-products (Fig. 2).
When about 2 mmol of fructose per liter were de-
graded, succinate appeared as a further end-prod-
uct. However, the ratio of the end-products was not
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Table 1. Results of experiments of anaerobic fructose degradation by Desulfouibrio strain JJ in the presence of sulfate (lines ]1—4)
in the absence of sulfate (lines 9-10). and in the absence of sulfate in the presence of Methanospirillum hungurer (lines 5-8)

Fructose oD Dry weight Y Fructose H.S (S) e

Line  degraded (580 nm) {gliter) (g/mol) assim. Acetate  or CH, (M)  Succinate  Ethanoi  Recovery
1 5.0 0.45 0.207 41.4 1.42 6.9 3.9(8) 0.0 100
2 10.0 0.80 0.417 41.7 2.87 14.7 8.3(S) 0.0 105
3 15.0 0.97 0.577 38.5 3.97 18.8 12.8(S) 0.0 96
4 20.0 110 0.593 29.7 4.08 273 16.2 (S) 0.2 93
5 5.0 0.42 0.177 35.4 1.22 5.1 3.50M) 1.0 93
6 10.0 0.70 0.313 31.3 215 9.2 6.5 (M) 3.4 93
7 15.0 0.90 0.365 243 2.5 12.4 8.5 (M) 6.3 87
8 17 8¢ 0.98 0.438 24.6 3.01 15.0 9.0 (M) It.4 99
9 5.0 0.15 n.d.”? 13.2¢ 0.53 2.0 4.2 1.3 91
10 6.9¢ 0.22 nd.” 14.0¢ 0.66 2.6 5.8 2.1 85

Fructose was the sole carbon and energy source. Highest growth yield was obtained on 2.5 md{ fructose (45 g/mol calculated from
optical density [OD}).

¢ Fructose given (20 md and 10 mA{) was not completely degraded.

® Not determined.

< As calculated from optical density.

constant: The relative portion of succinate in- =15
creased with the amount of fructose degraded (Fig. So \\
2 and Table 1)}. Besides acetate, methane, and suc- £ ~
cinate, no other organic compound was produced. - vob \\ /
The doubling time of this cocuiture was 21 h. The 2 N
maximum cell yield was 35.4 g dry weight/mol fruc- £ //
tose degraded. S sl //'%
Q ,
5 7
. . // . \4
Discussion % 50 100

Time [hl
In natural anoxic environments, carbohydrates are

generally degraded by fermentative bactenia, result-
ing in the formation of fermentation products such
as fatty acids, H., lactate, or alcohols.

Our results show that the direct use of carbohy-
drates by a strain of the genus Desulfovibrio is possi-
ble: Desulfovibrio strain JJ oxidized fructose stoi-
chiometrically to acetate and presumably COs
during sulfate reduction to sulfide. The growth rate
obtained (10 h) corresponded to that of fructose-
degrading homoacetogenic bacteria [24. 28].

Fig. 2. Time course of fructose degradation and end-product
formation by the coculture of Desulfouibrio sp. strain JJ and
Methanospirillum hungatei in the absence of suifate: ——@,

fructose: A A, acetate; _——__, methane; and C—7T,
succinate.

17(C6H|206) hd 24(C4H"O])
+ 6HCO; + 12H,0 + 6H"

Corresponding to this equation. 1 g of cell dry

Because of the high yield of 41.6 g dry weight/
mol fructose, the assimilated substrate had to be
considered before the equation of the reaction was
established. The empirical formula for bacterial dry
mass is C¢HgO,N [7). A simpler formula with the
same carbon-oxidation state and nearly the same
molecular weight (102 103) can be obtained by re-
placing the bound NH; by H,0: C.H;0;. This for-
mula is used in assimilation equations [24, 25]. The
assimilation equation for fructose is:

weight equals 6.88 mmol of fructose assimilated.
When 41.6 g dry weight were produced/mol fruc-
tose degraded, this corresponded to 28.6% of fruc-
tose assimilated.

If one considers 28.6% of fructose assimilated.
the pure dissimilatory fructose degradation corre-
sponded approximately to the equation:

CeH .04 + SOOI~ — 2CH.COO0-
+ HS- + 2HCO; + 3H-
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Therefore, 1 mol of fructose seems formally to be
fermented to 4 mol of H; and 2 mol of acetate, and
the hydrogen then oxidized with 1 mol of SO~ as
the electron acceptor. This assumption corresponds
to the theory of hydrogen cycling involved in De-
sulfovibrio species [16, 19], and was verified by the
coculture experiment with the H,-oxidizing M.
hungatei, which served as an alternative hydrogen
sink. The way of-fructose degradation via acetate,
hydrogen, and CQO, appears also in homoacetogenic
bacteria [6, 18, 28].

The growth yield obtained was comparable to
that of homoacetogenic bacteria grown on fructose
(24]. This indicates similar ATP gains for both sul-
fate reduction to sulfide (1 to 1.3 ATP/sulfate [2,
15]) and CO; reduction to acetate, provided glycoly-
sis and pyruvate degradation to acetate yieid gener-
ally the same amounts of ATP. The rate of fructose
degradation by Desulfovibrio strain JJ was similar
to that of homoacetogenic bacteria (Table 1).

Hydrogenophilic methanogens are able to re-
move the intermediary H; formed from homoaceto-
genic bacteria-degrading organic products [6, 28].
In the absence of sulfate and in the presence of
hydrogen-consuming methanogens, sulfate-reduc-
ing bacteria also transfer their reducing equivalents
from lactate or ethanol degradation to the methano-
gen [3]. All these interspecific Hp-transferring co-
cultures produce only acetate, CO,, and CH,.

When grown on fructose in the absence of sul-
fate, Desulfovibrio strain JJ was able to use the H,-
consuming M. hungatei as alternative H, sink.
However, this coupling was not perfect: besides
CO,, CH,, and acetate, snccinate was also pro-
duced. Therefore, Desulfovibrio sp. strain JJ used
a part of the reducing equivalents to reduce
oxaloacetate to malate and fumarate to succinate
rather than protons to H,. This is thermodynami-
cally more favorable than ethanol or lactate produc-
tion and should gain a further ATP via electron
transport phosphorylation. (In the presence of both
sulfate and fumarate as external electron acceptors,
strain JJ reduced fumarate to succinate instead of
sulfate to sulfide [data not shown].) This incompiete
interspecific hydrogen-transfer indicates a limita-
tion of the process by Hy-consumption rather than
by glycolysis.

In the absence of a suitable external electron
sink, the growth of Desulfovibrio strain JJ on fruc-
tose was extremely slow (14 = 250 h). The fermenta-
tion of fructose to succinate, acetate, and ethanol
by this strain could not play a significant ecological
role. However, in sulfate-free anaerobic environ-
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ments, the hydrogen partial pressure is lowered by
methanogenic bacteria; this would allow a.more
rapid degradation of the sugar by means of an inter-
specific hydrogen transfer.

Desulfovibrio strain JJ has been deposited in
the Deutsche Sammliung fiir Mikroorganismen
(DSM), Géttingen, FRG, under the number DSM
3604. Further taxonomical studies of this strain are
in progress. :
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Le schéma ci-dessous présente le bilan electronique de 1a fermentation du
fructose par Desulfoviorio JJ que nous avons dénommeé 2 /ructosovorans
(Ollivier et al 1987)..

Fermentation du fructose en succinate, éthanol et acétate:

24.. 24
[
| | "7 AT
2 10.
i b
8:CoA
\
\
- 1
8:
P N
2 ATP¢ ATP
Dégradation du fructose par réduction du sulfate:
24
10:. 2T 2 10..
/ ~
/ ~ ~
v l ~
ATP & &: ATP

s6* ==» 527 4+ 1.3 ATP (Nethe-Jaenchen

et Thauer 1980)

10::' = Oxaloacéiate, 12 = fumarate, 14:: = succinate, TE = transport d'électrons , autres
abreéviations voir Introduction 3.6.
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Ce schéma montre que 1a fermentation du fructose en succinate, éthanol et
acétate peut aboutir a un gain théorique de 3,5 moles d'ATP. Ce résultat
est proche du rendement en ATP maximal possible (4 moles d'ATP par
hexose fermenté) et n'est pas loin du rendement théorique de 5,3 moles
d'ATP de la dégradation du fructose en acétate et sulfure (c.f. shéma
ci-dessus). Cependant la différence en gain d'ATP théoriquement possible
en présenée et en I'absence de sulfate (3.5 : 53 = 1 : 1,5) ne peut pas
expliquer les différences de rendement observées (1 : 3). En outre, le
rendement en ATP de la fermentation du fructose, calculé a partir de la
biomasse produite, est considérablement inférieur au rendement théorique.
Le gain d'ATP estimé (10.5 g biomasse seche / mole ATP, Stouthamer
1977) a partir de la biomasse serait respectivement de 4.0 moles
d'ATP/mole de fructose dégrade en présence de sulfate et de 1.3 moles
d'ATP/ mole de fructose fermenté. Cela pourrait étre di a I'extreme
lenteur de la croissance au cours de la fermentation (perte d'énergie pour
la maintenance) ou bien indiquer que 2 /ructosovorans ne gagne aucune

mole d'ATP au cours de la glycolyse jusqu'au pyruvate.

Outre le fructose, £ rructosovorans dégrade également, en présence de
sulfate, Ho, le forrhiate, le méthanol, I'éthanol, le lactate, le fumarate et
le glycérol. En 1'absence de sulfate et en présence de Methanospiri/ium.
hungaters, 1a dégradation de tous ces substrats aboutit a une production de
méthane (Tab.3).

Le fumarate a cependant été dismuté en présence de la méthanogéne



Tableau 3: Dégradation de plusieurs substrats par ZDesu/fovibric
fructosovorans en culture pure (avec 20mM sulfate) et en coculture avec
Itethanosoiri/ium hungater

Produits formés par Desulrovibrio fructosovorans

en coculture avec

en culture pure M hungater
Substrat organique [Sulfure] [Méthane]
méthanol [20] 7.3% 5.1%
Ethanol [20] 7.9 7.8
Fumarate [20] 0.2 0.1
Lactate [20] 9.5 5.0
Fructose [10] 8.3 6.5
Glycérol  [20] 9.8 8.7
Malate [20] 0.4 0.1

concentrations en mM
* absence de croissance



consommatrice d'Ho comme en presence de sulfate. [1 n'y a eu production nf
de sulfure ni de méthane. Cela montre que le fumarate en tant quaccepteur
d'électrons a été préférentiellement utilisé par rapport aux protons et au
sulfate. (c.f. 3.4).

Conlysion: Quelque soit le substrat testé et dégradé, on a pU remplacer, en
présence de bactéries méthanogénes consommatrices d'Ho, le sulfate
comme accepteur d'électrons par des protons. En présence des substrats
qui permettent la production de fumarate et son utilisation comme
accepteur d'électrons (fructose, fumarate, malate), les équivalents
réducteurs n'ont pas été (cas du fumarate et malate) ou pas totalement
(cas du fructose) été utilisés pour réduire le sulfate ou les protons. Par
conséquent le fumarate semble étre un accepteur d'électrons puissant. Un
transfert interespeces d'Ho (TIH) incomplet par réduction partielle des
intermédiaires probables du meétabolisme (oxaloacétate en malate et
fumarate en succinate) a été observé exclusivement en présence de

fructose (avec 0 rructosovorans comme donneur d'H2).

La vitesse de la fermentation du fructose a été apparamment limitée par
la vitesse dutilisation des équivalents réducteurs, probablement sous
forme d'Ho. On peut donc affirmer gue plus I'accepteur terminal d'électrons
sera efficace, plus la dégradation du substrat organique serarapide. (C'est

I'un des thémes de recherche présentés dans l'article 6).
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2.2 TIH a partir du méthanol (un composé en Cy)

Le méthanol s'est avéré étre le seul substrat oxydé par 2 7ructosovorans
sans permettre sa croissance que ce soit en présence de sulfate ou en
coculture avec M Jfungatel 11 est bien connu que dans les biotopes
naturels, le méthanol est généralement dégradé par des bactéries
méthanogénes. Dans 1'écosystéme étudié ici, une nouvelle bactérie
homoacétogene s'est révélée étre la souche la plus abondante parmi celles
capables de dégrader le méthanol. Apparamment, cette souche se trouvait
également impliquée dans la méthanisation de ce substrat. Le TIH semble

étre 1a seule explication de ce phénomene.

La production de faibles concentrations d'H» a partir du méthanol est
thermodynamiquement possible (Fig. 1). Cependant, rien ne permet
daffirmer que 1a production dH, a partir de ce substrat puisse étre
directement ou indirectement associée a une phosphorylation. La
possibilité d'une phosphorylation par 1a réaction de l'acétokinase, telle
qu'elle se produit en général dans les autres syntrophies connues, n'existe
pas dans le cas de la degradation des composés en Cy. Ces COmMPosés
comme le méthanol et le formiate, ne sont donc pas susceptibles de former
un substrat convenable pour les cocultures syntrophiques. Dans le but
d'étudier le TIH qui semble intervenir dans ce cas, l'organisme
responsable, Sporomusa acidovorans a été isolé puis testé en tant que
producteur dH, a partir du methanol, en coculture avec différents

consommateurs d'Ho (Articles 3 et 4).
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Abstract. Sporomusa acidovarans sp.noy. was isolated from
a pilot fermenter inoculated with effluent sample from the
alcohol distillation industry. The isolate was a Gram-nega-
tive, motile, curved. spore-forming rod. The DNA base
composition was 42% G + C. The temperature range for
growth was 20 to 40° C. with an optimum at 35°C; growth
occurred within a pH range of 5.4 to 7.5, with an optimum
at pH 6.5. Growth substrates included methanol. H; - CO,.
formate, fructose, ribose. fumarate, succinate and glycerol.
Yeast extract was required for growth. The organism per-
formed the homoacetogenic reaction.

Key words: Sporomusa aciduovorans — Homoacetogenesis —
Methanol — Hydrogen — Fructose

In absence of suifate, the anaerobic oxidation of H, leads to
methane or acetate production. Bacteria capable of reducing
CO, to acetate were first observed in non-defined mixed
cultures by Fischer et al. (1931). In 1936 Wieringa described
the enrnichment and the isolation of the homoacetogenic
bacterium: Clostridium aceticum. Within the same genus,
other homoacetogenic H; oxidizing bacteria have been dis-
covered. C. thermoautotrophicum was 1solated from mud or
soil samples (Wiegel et al. 1981). A non-identified methanol
degrading Clostridium strain has been recently described by
Adamse and Velzeboer (1982).

Other spore-forming H,-oxidizing bacteria stained
Gram negative and belonged to the newly described genus
Sporomusa (Moller et al. 1984). Three non spore-forming
acetate producing bacteria have been isolated on H. and
CO,: Acetobucterium woodii (Balch et al. 1977). 4. wieringae
(Braun and Gottschalk 1982) and 4cetogenium kivui (Leigh
et al. 1981), a thermophilic homoacetogen.

We report on the isolation of a new Gram negative
spore-forming homoacetogenic bacterium, This rod-shaped
bacterium used methanol or H, as energy source and is
proposed as a new species of the genus Sporomusa:
S. acidovorans.

Materials and methods

Chemicals. All chemicals were of reagent quality unless
otherwise noted. Gases were purchased from Airgaz
(Marseille. France).

Offprint requests 10: 3. L. Garcia, Laboratoire de Microbiologie
ORSTOM. Université de Provence. 3 Place Victor-Hugo, F-13331
Marseille Cédex 3, France

Inoculum. Anoxic samples of a pilot fermenter feeded with
waste water of the alcohol distillation industry (INRA.,
Narbonne, France) served as inoculum. The major sub-
strates in the effluent were glycerol and lactic acid.

Enrichment and isolation. Enrichment cuitures were in-
cubatad at 37°C with 10% inoculum from the pilot
fermenter in 60 ml] serum bottles containing 20 ml medium
with methanol as substrate. Cultures were transferred (2 ml)
every 2 weeks into fresh media. For isolation of axenic
cultures of the homoacetogenic bacterium. the enrichment
was serially diluted and inoculated into roll tubes (Hungate
1969).

Media. Sporomusa acidovorans was grown on complex
medium containing the following: NH,Cl. 1.0 g; K,HPO,
- 3H.0, 04 g; MgCl, - 6H,0, 0.2 g; cystein-HCl, 0.5 g;
fructose. 6 g: veast extract (Difco), 1 g; resazurin, 0.001 g:
mineral solution no 2 (Balch et al. 1979). 50 ml; trace ele-
ment solution (Balch et al. 1979), 10 mi; distilled water,
1.000 ml. For roll tubes. agar (2%) was added in liquid
medium. The medium was adjusted to pH 7.0 with KOH
and was boiled under N,. After cooling to room tem-
perature, 20 ml of medium were transferred into 60 ml
serum bottles inside an anaerobic glove box (La Caihene,
Bezons. France). The bottles were stoppered with black
butyl rubber closures (Bellco glass Inc.. Vineland. NJ, USA)
and outgassed with N, —~CO,. After sterilization (110°C,
33 min). .25 ml Na,CO4 (10% wrv) and 0.2 ml Na,S -
9H,0 (2%, w:v) were dispensed into cach bottle.

For roil tubes preparation. agar was supplemented. Agar
medium was dispensed anaerobicaily in portions of 4.5 mli
into Hungate iubes (Bellco Glass Inc.). 0.08 ml Nua.CO;
(10%) and 0.1 ml Na,S (1%) were added to the medium.
Stock solutions of Na;CO; and Na.S were prepared
anaerobically under N, in 120 ml serum bottles and were
autoclaved (1107 C, 35 min). Sugar solutions were sterilized
by filtration.

Analytical technigues. Volatile fatty acids, organic acids and
H, were analysed as previously described (Garcia et al.
1982). Formic acid was measured using the technique of
Lang and Lang (1972) as modified by Sleat and Mah (1984).
Bacterial growth was quantified by measuring the optical
density at 580 nm with a Spectronic 21 spectrophotometer
(Baush and Lomb Inc., Rochester, NY, USA).

Microscopy. A Zeiss microscope equipped with epifluo-
rescence was used to detect methanogenic bacteria which
exhibited a blue-green fluorescence under UV illumination.
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Phase contrast microscopy was performed using a Nikon
microscope with an automatic camera for photography with
Iliford HPS film (ASA 400). Cells examined by electron
microscopy were fixed with glutaraldehyde (1% v/v) and
osmium tetroxide (1% w/v) and included in Epon-Araldite
resin. Ultrathin sections were examined with electronic
Jeol JEM 100 V microscope.

DNA preparation. DNA was isolated and purified by the
method of Price et al. (1978). The mol % G + C was deter-
mined according to the method of De Ley (1970) from
therrnal denaturation in 0.015M NaCl and 0.015M
trisodium citrate.

Results

Morphology. White and round colonies appeared after
3 weeks incubation in agar roll tubes at 37° C. Older colonies

L

Fig. 1. Phase contrast photomicrograph of Sporomusa acidovorans.
Bar is 5.0 um. Note the curved rod and the subterminal spore

LN —

were dark brownish and as large as 3—4 mm. Three pure
cultures were isolated from the-last positive dilution (strains
Mol, Mol, and Mol;). All strains appeared morphologically
similar in the microscope. They produced only acetate from
complex medium containing sugars. They used fructose,
ribose, methanol and H, — CO,. Strain Mol was subjected
to further characterization. :

The isolate was a slightly curved, spore-forming rod
(5 um length x0.7 pm width) (Fig. 1) and stained Gram
negative. It was motile by laterally inserted flagella. Its
motility showed some resemblance with that of moving
vibrios (Fig. 2). It occurred singly or as arrangements of two
or more cells. Electron microscopy showed a multilayered
cell wall (Fig. 3). Spore was terminal to subterminal. Spore
suspensions survived pasteurization for 20 min at 80°C.

Substrates and optimal growth conditions. Nutritional studies
were performed at 37°C. Growth occurred only in presence
of yeast extract. Besides methanol, the bacterium fermented
a variety of substrates a§ shown in Table 1. The pH and
temperature profiles of strain Mol were examined during
growth in basal medium with 0.1% yeast extract and 0.6%
fructose as energy source. The pH optimum for growth was
between 6.5 and 7.0 (Fig. 4). No growth occurred at pH 8.0
or pH 5.4. The optimum growth temperature was 35°C
(Fig. 5). Nitrate, sulfate and sulfite were not used as electron
acceptors when the bacteria were cultivated on methanol.
In carbonate free medium, fructose was used, but not
methanol. Acetate was the only organic end product formed.
Alcohols or H; were never produced.

DN A base composition. The mol % G + C content was 42.

Discussion

Anaerobic enrichment cultures on methanol from a
fermenter feeded with alcohol distillation wastes led to the
development of homoacetogenic bacteria. Methylotrophic
methanogenic bacteria (Methanosarcina sp.) were not ob-
served. The ecological importance of the isolated homo-
acetogen in the pilot fermenter was presumably related to
the high amount of glycerol used as growth substrate in the
effluent.

Fig. 2

Transmission electron micrograph of
Sporomusa acidovorans. Note the flagella
distributed at the concave side. Bar is 0.5 pm



Table 1. Utilization of various substrates by Sporomusa ucidovorans.,
S. sphaeroides and S. ovata

Substrate S. acidovorans S. sphueroides® S. ovata®
H; -CO: e -~ he
Methanol -+ + ~
Ethanol - + -
Glycerol - = —-
Formate -+ -~ -
Lactate — - +
Pvruvate - + -
Fumarate - - -
Succinate - - -
Malate + nd nd
Oxaloacetate - nd nd
Glutamate - nd nd
Trimethylamine - = -
L-Serine -~ -~ —~
Fructose - - -
Ribose + - —

* Data from Molkr et al. (1984): — . no growth: —, growth: nd.
not determined

The medium contatned 0.5% of the organic substrate and 0.05%
yeast extract. Additional compounds tested which did not support
growth: malonate. citrate. lvsine. threonine, glucose, maltose.
lactose. xylose. mehibiose. arabinose. dulcitol. gaiactose. saccharose.
cellobiose. starch. celluiose. gelatin

The 1solated homoacetogenic spore-forming bacterium
showed a typical Gram-negauive cell wall with lateral
flagella. These features exclude it from the genus
Closiridium. Other anaerobic Hj-oxidizing gencra were
ruled out for the following reasons: dcetobacterium sp.
{Balch et al. 1977 Braun and Gottschalk 1982) stained
Gram-positive. did not form spores and was moule by
peritrichous tlagella. The thermophilic Acetogenium kivui
{Leigh et al. 1981) was non-motile and did not produce
spores. Unlike Desulfotomaculum species (Campbell and
Postgate 1963; Pfennig et al. 1981}, strain Mol could not use
sulfate as electron acceptor.

The banana-shaped cell form, the truiy Gram-negative
cetl wall with laterally inserted flageila as well as the reduc-
tion of CO; to acetate indicated that strain Mol is a member

(WX
L.

309

Fig. 3
Electronmicrograph of thin sectuions
showing a multilayered cell wall.
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Fig. 4. Effect of pH on generation ume of Sporomusa acidovorans.
Cultures were incubated at 37- C. Medium contained 0.6% fructose
and 0.1°%% yeast extract
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Fig. 5. Effect of temperature on generation ume of Sporomusa
acidovorans. Medium contained 0.6% fructose and 0.1% yeast
extract
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of the newly described genus Sporomusa (Mdller et al. 1984).
Within this genus, two species have been described. Strain
Mol differed from S. sphaeroides by using sugars. Further-
more, strain Mol did not grow on trimethylamine. Unlike
S. ovata, the current isolate used ribose, glycerol, L-serine
and did not form oval spores. It could be distinguished from
both species by the unability to use lactate, ethanol, and
by requiring yeast extract for growth. S. sphaeroides and
S. ovata grew on betaine in chemically defined medium
containing minerals and vitamins. In contrast to S. sphae-
roides and S. ovata, strain Mol grew on fumarate or succi-
nate.

Thus we propose to place strain Mol in the genus
Sporomusa and name it S. acidovorans in recognition to the
utilization of acidic compounds (succinate, funarate...).

Sporomusa acidovorans sp.nov. (a.ci.do’vo.rans; L. neut.
n. acidum acid; L.v. voro to devour; M.L.part. adj.
acidovorans acid-devouring).
Morphology. Sporulating, curved rods 2—8 ym x 0.7—1 pm
with Gram-negative cell wall. Motile by laterally inserted
flagella. Occurs singly or in short chains of cells. Colonies
are white to darkly brown, entire and convex in shape.

Metabolism. Obligate anaerobe. Degrades H, — CO;, meth-
anol, formate, pyruvate, succinate, fumarate, malate,
oxaloacetate, glutamate, glycerol, serin, fructose, ribose.
Yeast extract is required for growth. The only fermentation
product is acetate; CO, is the only electron acceptor.

DNA % G+ C. The mol % G + C of DNA is 42.

Source. Pilot fermenter feeded with efftuent from the alcohol
distillation industry.

Type strain. The type strain is Mol (DSM no. 3132). Its
description is the same as the species given above.
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Interspecific hydrogen transfer during methanol degradation
by Sporomusa acidovorans and hydrogenophilic anaerobes
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Abstract. In the presence of active hydrogenophilic sulfate-
reducing bacteria, the homoacetogenic bacterium Sporo-
musa acidovorans did not produce acetate during methanol
degradation. H,S and presumably CO, were the only end
products. Since the sulfate-reducer did not degrade metha-
nol or acetate, the sulfidogenesis from methano! was related
to a complete interspecific hydrogen transfer between both
species.

In coculture with hydrogenophilic methanogenic bac-
tenia ( Methanobacterium formicicum, Methanospirilfum hun-
gatei), the interspecific hydrogen transfer with S. acidovo-
rans was incomplete. Beside CH, and presumably CO.,
acetate was produced. The results suggested that H,-produc-
tion and H,-consumption were involved during anaerobic
methanol degradation by S. acidovorans and the hvdrogeno-
philic anaerobes play an important role during methanol
degradation by homoacetogenic bacteria in anoxic environ-
ments.

Key words: Methanogenesis — Sulfidogenesis — Homoace-
togenesis — Competition for H; — Sporomusa acidovo-
rans — Interspecies hvdrogen transfer

Methanol is formed in nature during the anaerobic degrada-
tion of pectin., a major component of plant cell walls (Schink
and Zeikus 1981). In anoxic environments, methanol is a
typical methanogenic substrate (Oremland et al. 1982).
Therefore anaerobic enrichments in the absence of sulfate
lead generallv to the development of methylotrophic
methanogenic bacteria (Konig and Stetter 1982 Miller and
Wolin 1983; Sharak-Genthner et al. 1981).

However in anaerobic upflow reactors fed with
methanolic wastes, methanol was partially degraded to ace-
tate (Lettinga et al. 1979, 1981). A sporulanng homo-
acetogen has been shown to be responsible for that reaction
(Adamse and Vezeboer 1982).

Anaerobic CH, producing enrichment cultures on meth-
anol from a fermenter fed with alcohol disullation wastes
contained Sporomusa acidovorans. an homoacetogen as pre-
domunant methanol-degrader (Ollivier et al. 1985). Attempts
to 1solate methylotrophic methanogens failed. Therefore,
methanogenesis was thought to result from the degradation
of acetate, the only endproduct excreted by S. acidovorans.
But aceticlastic methanogens (Methanothrix sp. and

Offprint requesis ro: R. Cord-Ruwisch

Methanosarcina sp.) which differ morphologically from all
other methanogens were never observed. The predominant
methanogenic bacterium in this environment was a rod
shaped bacterium. morphologically related to hydrogeno-
philic Methanobacterium species.

These observations indicated that H, rather than acetate
was the intermediary product during methanogenesis from
methanol.

Materials and methods
Sources of organisms

Methanospirillum hungatei (DSM 864) and Desulfovibrio vul-
garis G6 were isolated from the defined synthrophic associa-
tion with Svathrophus bushwellii (DSM 2612TB). Methano-
bactertum formicicum strain MF and Methanosarcina 227
were kindly provided by Prof. R. S, Wolte, University of
Ulinois, USA. Sporomusa acidovorans was {rom the collec-
tion of our laboratory {DSM 3132).

Medium and growth conditions

The anoxic mineral. bicarbonate buffered, sulfide reduced
medium was prepared as described for Desulfotromaculum
sapomandens (Cord-Ruwisch and Garcia 1985) and supple-
mented with 0.1% veast extract (Difco). Stock solutions of
methanol were autoclaved separately. Transfers were carried
out by steriie svringes.

Chemical determinations

Sulfide was determined photometrically as colioidal CuS
{Cord-Ruwisch 1983). Methane. volatile fauy acids and
alcohols were analyzed as previously described (Garcia et
al. 1982).

Results

Pure cultures of the homoacetogenic bactertum Sporomusa
acidovorans degrade methanol solely to acetate. In order to
verify the assumption that S. acidovorans liberates reducing
equivalents in the form of hydrogen, duning methanol degra-
dation. the strain was grown in coculture with the hydrogen
consumung D. vulgaris strain G6 which degraded neither
methanol nor acetate. H,S and presumably CO; were the
only end products of this methanol degrading coculture
(Table 1). The degradation of methanol by the coculture was
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Table 1

End products of methanol degrada-
tion by Sporomusa acidovorans in
presence and in absence of

H;-consuming methanogenic
or sulfidogenic bacteria

Methanol and yeast-extract (0.1%)
were the only energy sources.
Values are corrected by considering
the values of controls containing

Methanol  Acetate Methane (M) O/R
degraded (mM) or sulfide (S) index
(mM) (mM)
S. acidovorans 15 10.9 0 0.97
S. acidovorans
+ Desulfovibrio vuigaris 10 0 6.9 (S) 0.92
S. acidovorans 10 5.7 1.7 0.99
+ Methanospirillum 15 8.9 2.3 (M) 0.99
Sformicicum 20 11.5 2.5 0.93
S. acidovorans 190 4.6 32 1.04
+ Methanospirillum 15 6.7 4.3 (M) 098
hungatei 20 8.3 6.4 0.98

only yeast-extract. The incubation
time was 3 weeks

Concentration [mmoi /1)
S

S0 60 70 8 90 100 %0 120

Time (h]

cC 10 20 30 40

Fig. 1. Time course of methanol degradation by the coculture Sporo-
musa acidovorans — Desulfovibrio vulgaris; @, methanol; (7, H,S

- e =
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Concentration lmmol /t}
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40 50 60 70 80 90 00 10 120

Time (h}

°o 10 2 30

Fig. 2. Time course of methanol degradation by the coculture
S. acidovorans — Methanospirillum hungatei, @, methanol; A, ace-
tate; ll, methane

not complete. Only about 10 mM methanol was degraded
during 3 weeks of incubation (Fig. 1). This inhibition was
probably related to the H,S produced by the Desulfovibrio
strain since S. acidovorans did not grow in the presence of
10 mM H,S (data not shown).

In coculture with hydrogenophilic methanogenic bac-
teria, S. acidovorans completely consumed methanol
(20 mM) without detectable inhibition (Table1, Fig. 2).
Here however, in contrast to the S. acidovorans— D. vulgaris

coculture, S. acidovorans used a part of the reducing equiva-
lents delivered from methanol oxidation to reduce CO; to
acetate. The percentage of methane produced from meth-
anol was not influenced by the initial substrate concentration
but depended cn the hydrogenophilic methanogen that was
present (Table 1). In the coculture of S. acidovorans with
Methanobacterium formicicum, a smaller part (approx. 20%)
of the energy flow from methanol led to methane formation
than in the coculture of S.acidovorans with Methano-
spirillum hungatei (approx. 40%).

Beside acetate and methane, no other metabolites were
observed. The final optical density of the pure culture of
S. acidovorans and of both methanogenic cocultures was
nearly the same (OD = 0.3 at 580 nm) whereas it was less
in sulfidogenic cocultures. The growth rate of the methano-
genic cocultures on methanol was approximately equivalent
to that of S. acidovorans grown separately (¢4 = 22 h). How-
ever, Methanosarcina barkeri degraded methanol more
rapidly (¢g = 11 h) than S. acidovorans.

Discussion

The intermediary production and consumption of hydrogen
which has been presumed for Methanosarcina sp. on acetate
(Lovley and Ferry 1985) as well as for Desulfovibrio sp. on
lactate (Odom and Peck 1981) and for the homoacetogenic -
Acetobacterium woodii on fructose (Winter and Wolfe 1980)
is probably also involved during the methanol degradation
by Sporomusa acidovorans which degrades methanol as well
as H,:

4CH;0H + 8H,0 - 12H, + 4HCO; + 4H" )
4G = +94.0

4G = —313.8

4CH;0H + 2HCOj3 - 3CH3C0O0~ + 4H,0 + H* 3)
A4G”° = —219.8

(4G’© values obtained from Thauer et al. (1977) and given
in kJ/reaction).

This hypothesis was supported by the fact that
S. acidovorans liberated reducing equivalents in the form of
H, when cocultured with other H,-using anaerobes. The
energy conserving reaction is due to the oxidation of
hydrogen combined with the reduction of CO; to acetate



[Eq. (2)]. The presence of other hyvdrogen consumung bac-
teria results therefore in competition for hydrogen. produced
by the methylotrophic reaction.

D. vulgaris was able to completely outcompete S. acido-
vorans for the hydrogen produced from methanol degrada-
tion. All hydrogen produced by the methylotrophic reaction
was solely oxidized by the sulfidogen. The first reaction [Eq.
(1)], which is endergonic under standard conditions. remains
the only possible energy source for the growth of
S. acidovorans. As explained for obligate hydrogen trans-
ferring associations. the hydrogen producing reaction [Eq.
(1)) becomes exergonic when the H;-concentration is kept
at a Jow level (Mclnerney and Brvant {980; Thauer et al.
1977). This explains the growth of S. acidovorans on meth-
anol even if all the liberated hydrogen is consumed by the
sulfate-reducing bacterium.

The methanogenic bacteria which have a lower affinity
to hydrogen than sulfate-reducing bactena (Kristjansson
et al. 1982. Lovley et al. 1982) could not completely
outcompete S. acidovorans for the hydrogen produced from
methanol: beside methane. also acetate was produced in
methanogenic cocultures on methanol. In coculture with
S. acidovorans. Methanospirillum hungatei was more success-
ful in removing hydrogen {approx. 40%) than Merhanobac-
terium formticicum (approx. 20%). This may be due to dif-
ferent hydrogenase-affinities of these methanogens. In the
described coculture, S. acidovorans oxidized the in-
termediary hydrogen more effective than both methanogenic
bacterta (4G = —26.15 and —33.9 kJimol H, respec-
tively). This could be explained by the raised partial pressure
of H, near by the membranes of the S. acidovorans-cells
from where it is produced.

S. acidovorans had a disadvantage irom the presence of
other hydrogenophilic bacteria due to the decrease of its
finallv formed biomass. Therefore the character of the de-
scribed H,-transfering association is more competitive or
parasitic than symbiotic.

Despite of its slow growth on methanol, S. acidovorans
developed in methanol enrichments. This was possibly due
to the high concentration of glycerol, one of the favorite
substrates of S. acidovorans (Ollivier et al. 1983) in the
fermenter from where the inoculum originated.

In natural anaerobic environments, the activity of
hydrogenophilic methanogens or sulfidogens could reduce
the production of acetate from methanol or possibly also
from other homoacetogenic substrates. The reduction of
CO; by homoacetogenic bacteria using different substrates
should be tested in the presence of hydrogenophilic
methanogenic or sulfidogenic bacteria.
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Les résultats complémentaires de 1a dégradation du meéthanol par S
acldovorans sont présentés dans les Figures S et 6. La présence de
Methanospirillum hungatér ou de Methanobaclerium formicicum n'affecte
pas significativement la vitesse de deégradation du meéthanol ni ie
rendement de 1a coculture; elle constitue un véritable parasitisme

énergétique.

Le TIH sur méthanol entre Sporomusa ac/aovorans et les deux bacteries
méthanogénes testées differe de celui observé avec Desulfovibrio spp.
(Tab. 4).

Tableau 4: Dégradation du méthanol par 1'association de Sporomusa acidovorans
avec une bactérie oxydant 1'H,. Différences observées en présence de sulfate ou
de CO, comme accepteur terminal d'électrons.

Coculture avec Coculture avec bactéries
Desulfovibrio méthanogénes
Stabilité de Le Méthanol reste en partie Méthanol complétement
la coculture non dégradé a la mort de la dégradé. Croissance durable
culture. Pas de croissance. apreés repiquage.

Coculture non repiquable.

Transfert Formation de sulfure, pas Formation de CHy4, et

d'Hy d'acétate ==> TIH complet d'acétate ==> TIH complet

Toxicité Production d'H5S qui peut Pas de formation de
inhiber la croissance de métabolites susceptibles

Sporomuséa d'inhiber Sporomusa
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AssocCiée & Desulfovibrio sp, Sporomuss acidovorans n'a pas formé de
coculture durable (c'est a dire présentant une croissance aprés repiquage)
contrairement a son association avec les bactéries méthanogénes. Ceci
peut s'expliquer par l'effet toxique de I'H»S formé au cours de Ia
croissance de 1a coculture, mais aussi par le fait que Ja dégradation du
méthanol en CO» et Ho ne permet pas, a elle seule, une conservation de
I'énergie et par conséquent 1a croissance de Sac/qovorans et donc de 1

coculture entiére.

Des expériences critiques (c.f. article 3) ont ete realtsées pour demontrer
la raison de TIinstabilité de la coculture Sporomusa acidovorans +
Desulrovibrio  sp. sur methanol: toxicité de I'HQS' ou absence d'un
mécanisme permettant la conservation de l‘éhergie par le producteur d'H».

Elles ont donné les résultats suivants:

Les especes de JSporomusa forment des cocultures durables avec
Desulrovibrio sp.comme utilisateur d'Ho lorsque le substrat organique est

le fructose ou le lactate, malgré un TIH complet et une production d'H»S,

Les especes de Sporomusz dégradant le méthanol par TIH complet, ne
forment pas de cocultures durables bien qu'il n'y ait pas production d'HoS

(Cocultures avec Wo/inella succinogenes).

En fait, cette étude (articles 3,4,5) a montré qu'un TIH peut effectivement
s'etablir a partir de substrats en C; qui trés vraisemblablement ne
permettent pas la conservation de I'énergie a partir de leur oxydation en

COp et Hy (Zefkus 1983, Zelkus et al. 1985, Van der Mefjden et al. 1984).
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Toutefois, 11 n'a été possible d'obtenir une coculture durable entre les
bactéries dégradant le methanol et produisant de I'Ho et une souche
consommatrice d'hydrogéne, que lorsque le producteur d'hydrogéne avait la
possibilité de former de I'ATP, comme c'est exactement le cas avecun TIH
incomplet: les équivalents réducteurs provenant de 1'oxydation du méthanol
sont partagés entre les deux organismes. Une partie de ces équivalents
réducteurs est utilisée par le producteur d'Ho pour ses propres besoins
énergétiques. Lorsque le TIH & partir du méthanol est complet (avec
Desulrovibrio 5. 0u W succinogenés), 1a coculture ne se developpe pas et
la dégradation du rnéthanol est arrétée. Dans ce cas, la relation entre les

souches de la coculture est plutdt de type parasitaire que symbiotique.

J Etude du rdle possible de H2 dans le métabolisme d'un substrat

organique
3.1 Objet d'étude

La propriété quont les espéces Desulfovibrio rructosovorans et
Sparaknusa acidovorans a transférer partiellement (ou completement) les
équivalents réducteurs provenant de la dégradation dun substrat
organique, aux bactéries  anaérobies utilisant Ho (articles 3,4,9),
correspond a 1a théorie du "recyclage de Hy" (Odom et Peck 1981, Peck et
Odom 1984). Cependant ni leurs expériences, ni le présent travail ne

démontrent de maniére indiscutable I'existence d'un recyclage de H».

D'autres experiences de cocultures et d'inhibition par Hy ont été réalisées
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dans ce t‘rava‘il_, afin d'examiner le role de H, dans le metabolisme de la
dégradation d'un substrat organique par les bactéries homoacétogenes,

méthanogénes ou dans une certaine mesure par les B3R (Article S).
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FACULTATIVE AND PARTIAL INTERSPELCIES HYDROGEN TRAMSFER -
COMPETITION  FOR REDUCING EQUIUALENTS

R. CORD-RULISCH
laboratoire de Micrabiologie, BASTOM, Universite de Provence, 3, Place Uictor-Hugo, F- 13331 Marseille

SUMMARY

Sulf ate reducing bactenia of the genus Jesu/fovibrio and homoacetogenic bacteria of the
genus JSporomusd were sensitive to changes of hydrogen concentrations during the
growth on an organic subsirate. Increase of hydrogen concentrations competitively
inhibited the orgamic subsirate degradation and decrease of hydrogen concentration
inhibited the respiration  and the reduction of the external electron acceptor. Such
h%drogen sensitive strains which seem {o intermediarily produce and consume hydrogen
(" gdrogen-cgcling"] were cultivated in the presence of a second hydrogen oxidizer. Both
organisms compeied for the hydrogen excreted bg the first strain. The competence for
H>-oxidation of the strains depended not only on hydrogenase affinities but also on the
free energy change ol Hy-oxidation differing with the respective eleciron acceptors.

INTRGOUCTION

Beside acetale, hydrogen is the maost importan! intermediary product during anaerobic
degradation of organic material. The competition for hydrogen plays a major role in
endproduclt  formation in  nalural anaerobic enuironments. The interspecies
hydrogen-iransfer occurs in every investigated anaerobic enuironment as one of the
general processes which allows finally the terminal oxidation of organic matter.

In interspecific hydrogen {ransferring cocultures, one species degrades an organic
substrate and releases reducing equivalents in form of hydrogen (reduction of protons)
which is oxidized by the second species. Generally the first organism profits from
hydrogen remgual by the second sirain {Bryani el al. 1967, Bryant 1979). These bacieria
are cailed obligate syntrophs and are depending on the presence of each other {symbiosis).

The present paper reports on facultalive interspecies hydrogen transfer occurring
hetween two bacteria which both can consume the hydrogen, produced during organic
substrate degradation by one of them.

MATERIALS ANDB METHODS

The following bacteria, which are all able to oxidize organic subsirate as well a5 hydrogen under
anaerobic conditions were used throughout this study:
Homoacetogens: Sporomusa sphaeroides (DSM 281S) , Sporomuss acidovorans (DSM 3132). Suifate
reducers. Jesullovibrio wvuigaris G6 [isclated from the the defined synirophic association with
Synirophus bushwelli {0SM 2612T8B), Desulfovibriosirain Jd (BSM 3604), Desu/fobulbus spec. (isolated on
propionate from anserobic digestor sludge). Melranospirillum hungater (DSH 864}, [Wolinelia
svccinogenes(0SH 1148), Paracoccus denifrificans (DSM sirain N4 ),

Mediym and arowth conditions
The anaerobic bicarbonate-bufiered medium was used as described for sulfate reducing bacteria
(Widdel & Piennig 1984} but sulfate was omitted and 1 g yeasi exiract per | was added. The stock



)

17

solutions of organic substrates and salts, seruing as electron acceptors, were separately sterilized and
added to the culture vessels when needed. Cells were cultiveted in anaerobic Hungate tubes, or serum
bottles when hydrogen was present in the gasphase.

filcohols and methane were determined gaschromatographicaily, fructose and organic acids by HPLC
as previously described (Cord-Ruwisch et al. 1986) Sulfide was determined spectrophotometrically as
colloidal CuS (Cord-Auwisch 1984). Ammonium was measured potentiometrically by a special smmonium
electrode, model 95-10, ORION Research Inc. Cambridge, MR 02139).

RESULTS
Ho=product | Jtion duri ic_ subsirate d fatl

In order to check which of the used strains was capable to produce and consume
hydrogen {*hydrogen-cycling”) during the growth on an organic substrate, two tests,
which are normally applied to proue that hydrogen is an intermediary product in
syntrophic associations, were carried out:

{i) The effect of the addition of hydrogen on the organic subsirate degradation: fach
strain was grown on an organic substrate in two paraliel vessels. Hydrogen was added to
the gasphase of one uesset after a part of the organic substrate had been degraded. The
concentration of the organic substrate was monitored in both paraliel essays. Both
Jesullovibrio strains and both Sporomusa sirains were immediately inhibited by Hp 1o
degrade the organic substrate. Instead they oxidized H;. The Inhibition was reversible:
After replacing Hy by N the organic substrate was degraded. Lactate degradation by
Jesulfobulbus sp. was not effected by the presence of Hy. The addition of Hy to cultures
of Par. denilrificans and ol succinagenes stowed down or blocked (Lot succinogenes/
the degradation rate of formate after an adaptation time of about one generation.

Table 1 Rbility of the sirains tesled lo serve as hydrogen producing synlroph

Strain immediate inhibition with Methanospirillum as hydrogen sink

of organic substrate

degradation by N2 methane produced growth
Sporomusas acidovorans + + +
Sporomusa spheeroides + + +
Desullovibrio vulparis + + +
Descullovidrio sirain JJ + + +
Desovllobulbus spec. - - -
Wollaells succinogenes + n.d. n.d.
Paraceccus denilrificans - - .

n.d. = nol determined [Methanospirillum uses formate/

(il) The capability to produce hudrogen as a facuitative syntroph: The used strains were

inoculated into a medium, in which the final electron-acceplor was replaced by a second
hydrogenophilic organism of which the electron-acceptor was present. The growth of
such cocultures, compared fo conirol essays without hydrogen removing organism, and
methane formation indicated whether an interspecies H transfer occurred or not (Tab.1l.
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The results of those two lests went together: Sirains capable to produce hydrogen in
coculture were inhibited by Hy o degrade an organic substrale (Table 1l: These strains
{Du. vutgarss, Ou. strain JJ Sp. acidovorans, Sp. sphaeroides/were susceptible to produce
and consume H> as intermediary producl during organic subsirate degradation and haue
been called "hydrogen cycling” organisms [Peck & Odom 1984).

ture of an "hydr -cycling” i it i

Pure cuttures of the homoacetogens Sp. acidovoransand Sp. sphaeroides degraded
organic substrales only 1o acetate, using L0y as external electron acceptor. In coculture
with Yol succinagenes on nilrate as eleciron-acceptor or with Jesu/fovibrio species and
Sulfate as electron acceptor a total transfer of reducing-eguivalents was observed. Only
sulfate or nitrate were reduced but not (0p (Table 2). The (0, reducing Sporomusa
species could not outcompete sulfate-reducing or nitrate-reducing Hy-oxidizers for the
hydrogen produced during organic subsirale degradation. Howeuver, if methanol was the
organic substrate, it was not degraded completely (not more than 1SmM] in these
cocultures and the growth as determined by 00 was not significant. After transferred into
new medium such cocultures failed to continue methanol degradation. In the coculture of
$p. acidoversns  with  Msp. hungate/  |Cord-Ruwisch and Ollivier 1985) and of Sp
acigovorans With Ju. wulgarss on sulfur as eleciron acceptor, both sirains reduced the
electron acceptor {0y, resulting in the formation of acetate as well as of methane. The
reducing equivalents produced during substrate oxidalion were partially transferred as H;
but also reoxidized, possibly also in the form of Hp.

Table 2: Coculture of homoacetogens of the genus Sporomusse with different hydrogenophilic partners
in the presence of their respective electron acceptors and of an organic subsirate oniy degradable by
the homoacetogen.

g

arganic Sram Sraiz alscirm- alsctrm m:lpl'ur Transfar inhibition
substrate 1 accent. 11 raduced per mois b of growth
! . substrate axidized  f H2{%] af straun |
mathanol Sporomusa Methanssprill.  CO0; acatate, methans 20-130 -
) acidoverans  Desulfovibmic  sulfate  sulfide 130 -
Wolinalla nitrats ammaonium 100 +
fructoss Desulfovibric guifata  suifide 100 -
methenol Sporwmusa  Desulfgvibric  sulfw acetate. suifids 30-50 -
) sphagroidas  Waolinslla fumarata succingta 100 -
L lactate Walinella fumarats succinats 100 -
W

5} acetate was produced less than imole/mole lactate and was regarded as resulting from lactate
conversion to Ho, C02 and acetate.

The relations of both efectron acceptors reduced were not constant during the growth and variied even
in parallel assays. The values given are mean values obtained from two or three measurements.

Jesullovibrio vulgerss did nol transfer significant amounis of Hy when cocultured in the
presence of sulfate with other Hy-consuming bacteria {Table 3). Small amounts of NHy*

)

w



produced in coculiure with Wol. succinogenes
on Nitrate may be due to the slow suifide
oxidation by Wol. succinogenes. However,
with elemental sulfur as electron-acceptor
for Qu. vulgaris and with Lol succinogenes
as hydrogenophilic partner a complete
Hy-transfer established: no sulfide was
produced (Table 3}. The coculture of Ju
vuigaris with sulfur as electron acceptor and
with the homoacetogen Sp. ac/dovorans or
with Msp  hungale/ as  hydrogenophilic
partner represented another example of a
coculture performing partial interspecies
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Table I Coculturs of Jasulfovidrro vuigaris @ lactals
(20m(7]) iz the presence of suifata ar sulfur as axtarmal
s/ectrog acceplar aith different Aydroganopbilic pariners.

[ electran strain slectrm Rt H, l
acceptar [ I acceptar [l transferred
sulfate  Mlsp. bungatai [} a
sulfats  Sp. sphasruides (15 a
/sulhl' Wolinslla nitrats 0-20
sulfur Mep. bungatai o, S0-80
sulfur Sp. acidaverans  CO0p 60-90
sulfur Wolinaila uitrate 100

huydrogen-transfer (Tabie 3). The electron acceptors of both strains were reduced.

In the absence of an external eiectron acceptor ZJesulfovibrio strain JJ degrades fructose
according to the following equation ( Cord-Ruwisch & Ollivier 1986) )

2 (g8 -=-> 2 700C-CHy-CH,-C00™ + CH3-CO0™ + CHy-CH,O0H + SH' + Hy0
The formation of succinate and the ability of strain JJ to use fumarate as
electron-acceptor during the growth on Hy indicated that the reoxidation of the reducing
equivalents formed during fruclose .oxidation may be coupled to electron transport

phosphorylation (fumarate ---> succinate).

The production and consumption of Hp seems to be enuoclued even during the
fermentation of fructose in the absence of external electron acceptors by Bu. strain JJ,
as indicated by the fact that the addition of H) to a fructose-fermenting cuiture of Du.

strain JJ inhibited fructose degradation.

Therefore the system reducing Internal
electron acceptors such as fumarate can be
regarded as competing for Hy with the
systems using external hydrogen acceptors
such as sulfate sulfur or hydrogen consuming
partners.

The amount of H; oxidized by an accepting
system was correiated to the free energy
change of the oxidation of Hy -with the
respective electron acceptor (Table 4,5). In
the presence of sulfale or nitrate all
reducing equivalents were finally oxidized by
these electron acceptors, whereas in the
presence of (0p or sulfur a part of the

Table 1. Effect af diffsremt axtarnal bydrogen
sccaprars oo Uze reductian of intarnal slectron
accsplars (succinate rormatiaa) by Jesuifovibro
Straug [ daring the growts ap Lructoss.

[male / mols fructoss dograded |

( external succinate Hz trapped by
H »-sink produced axternal sink
without 1.7 0.0
sulfur 1.0 1.0
sulfate 0.0 4.0
Sparomusa (£ 2) 1 1.8
spiaeruides
Math. spir. (CO z) 03 2.8
hungatai
Walineila (1'103 ) ol 44

| succinog.
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reducing equivalents were reoxidized by inlernal electron accepiors resulting in succinate
farmation.

iti ! ing" ' r
Growing on lactate in excessive concentration the homoacetogen Sp. sphaeroides
immediately stopped its respiration (dissimilatory (0)-reduction lo acetate) when the
lactate and Hy-oxidizing Du. vulgaris was added to the coculture.

DISCUSSION

To artificial increase of Hy-toncentration homoacetogens of the genus JSporomusaand
sulfidogens of the genus Jesu/fouvibrio reacted with hydrogen consumptien and inhibition
of organic substrate degradation (table 1. fig.1) and to the decrease of hydrogen
conceniration they reacted with Hy_production, as if to have an interest in keeping a
particular Hy partial pressure [maintenance of external hydrogen pool). (ocullures of
these “H> cycling" bacteria with other hydrogenophilic bacteria resulted predictably in
competition for hydrogen.

I . l . [ ion f [ trati

Because of the extremely low concentrations of hydrogen in anoxic biotops the
compelition is won by organisms {e.g. sulfate reducers) able to hold the Hy partial
pressure below the fevel which allows Hy oxidation by concurrent organisms fe.g.
methanogens). Therefore the threshoid levels of hydrogen oxidation of fwo competing
bacteria has been seen as the deciding factor [Louley 1985) . depending on the
huydrogenase-affinities (Kristiansson ef al. 1962].

Enzymes can catalyse only reactions which are thermodynamically fauorabie. And
hydrogenases can not catalyse Hy oxidation when the subtrate concentration (H>) is to low
to yield energy. This energetic threshold concentration of Hy {the ualue below that the Hy
oxidation becomes endergonic) depends on the electron acceptor of the reaction and can
be calculated from the free energy changes of ihe respeciive reactions {Table 5).

Table 5! Minimal partial pressure of hydrogen, which thermodynamicatly aliows H2 oxidation, by the
respective electron acceptor. Calculated from the equation: AG' = A6 « 1.36 log [C) D]/ [A)[B]

etectron acceptor €0y to ficet. Sultur €0y to CHy 5042' tumarate N03'
AB° [kd/mole H)] -26.2 -28.0 -33.8 -38.0 -88.2 -149.9
pHy tor AG' = 0letm.]  107%4 10747 1075-2 10763 197147 10°

The results of these competitions were correlated to the free energy change of the Hj
pxidation with the respectlive efeciron acceptor (Tables 2.3,4,5). Desutfovibrio species
were less successfull in competition for Hy when elemental sulfur replaced suilfate as
electron acceptor (Table 3). This indicaled, that wilth Sulfur as electron acceptor

o))
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Desulfoulbrio species were limited to oxidize hydrogen, by thermodynamical reasons
rather than by hydrogenase affinity {presuming that hydrogenase was the same in both
cases).

fcological aspects of the resuits
(i) Indireci competition for organic substrate, The cornpetition for an organic substrate

by two organisms with different substrate affinities only takes place under substrate
limiting conditions. If the organic substrate is present in excess a coexistence of both
organisms is to be expected until the substrate concentration gets limiting for one.
However, If the organisms are intermediarily producing and consuming hydrogen the
competition for the organic substrate is actually a competition for low concentrations of
hydrogen. Euen in the presence of organic substrate in excess this "ndirect competition®
can take place.

(i) Parasitism by hydrogen remouval. The production of hydrogen from organic
substrates and the oxidation of hydrogen are two completely different metabolic ways of
energy conservation: substrate level phosphorylation and electron transport
phosphorylation. In pure culture, *hydrogen cycling" bacteria use both of this energy
saving mechanisms. if the hydrogen is completely removed by a hydrogen oxidizing
partner (here: concurrent), substrate level phosphorylation remains the only mechanism to
save energy by the firsi sirain ("-cycler"). The known mechanism of substrate level
phosphorylation during Hy-production from organic substrates such as ethanol or lactate
is the acetate-kinase reaction. Hydrogen farmation from methanol, howeuer, is not known
to be a possible energy sauing reaclion. Probably for that reason homoacetogenic bacleria
failed 10 grow, when 100 % of hydrogen produced during methanol oxidalion ias
remoued by the hydrogeophilic concurrent (Table 2). This kind of parasitism finally is a
disadvantage for both bacteria. To my knowledge this is the first case, where the addition
of a hydrogen consuming bacterium, providing a more favorable electron acceptor, to a
hydrogen producing organism (amelioration of thermodynamical conditions) drastically
decreases the substrate degradalion potential of a bacterial culture.

(i) Paossible ecological advantage of “hydrogen cucling®. The theory of “hydrogen
cycling” {0dom and Peck 1981), opposed by Lupton et al. (1984), originally assumes that all
reducing equivalents are reoxidized via Hp. In 1he present study, which could not confirm
this mechanism, the term "hydrogen cycling" means only, that the pooi of reducing
equivalents is continuously in a dynamic chemical equilibrium, catalised by hydrogenase(s),
with an external hydrogen pool. However for ecological considerations ihe turnover of
hydrogen in pure cullure is of minor interest.

The maintenance of an external Hy~pool during the degradation of organic substrate
may seem a complex and useless mechanism taking part in the reoxidation of reducing
equivalents, What is the sence of “hydrogen cycling"? In fact, in pure culture this may
represent nothing but a loss of energy and useless maintenance of hydrogenase aclivity.
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In anaerobic enuironments howeuer, the auailability of fermentable organic substrate or
electron acceptors such as sulfate, creates changes of hydrogen concentration, which
thermodynamically favor hydrogen production or hydrogen consumption (Table 4} The
mechanism of "Hz-cgcﬁng"‘ or more precisely the maintenance of a defined external Hy
pool, serves as Hy-antenna, allowing the bacteria to react rapidly fo changing hydrogen
concentrations: LWithout ma jor maodifications of enzymatical equippement, they can swilch
from only Hy-production (100% Hz-transfer) to only Hy-consumption and to any
intermediary position (partial reoxidation of the Hy excreted). In a similar way "Hy-cycling"
enables SRB to switch from sulfate respiration to hydrogen production as a facuilative
syniroph, without adaptation time (in contrast to diauxy), when sulfate becomes depiefed.

In conclusion the interspecies hydrogen transfer can mean more than symbiotic
association of two species, alsg: competition, parasilism and indirect competition for an
organic subsirale.
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3.2 Excrétion de H, par les bactéries en culture pure

Toutes les souches testées, a T'exception de Aaracoccus denitrificans ont
produit des quantités non négligeables d'H, au cours de leur métabolisme
(Tab. 3). La concentration en Ho a diminué dans toutes Tes cultures aprés
consommation du substrat. Lorsqu'il n'y avait pas d'accepteurs terminaux
d'electrons, Hy s'est accumulé dans une proportion environ 10 a 100 fois

supérieure a celle obtenue en présence d'accepteurs d'électrons.

3.3 Expériences d'addition d'H,

L'effet de T'addition d'H» sur la dégradation de divers substrats organiques
a éte etudié afin de savoir si 1'H, excrété est lié physiologiquement au
metabolisme énergétique du substrat organique (statut de produit
intermédiaire) ou s'i1 représente une fuite minime en équivalents
réducteurs (Fig. 7-12). Chez la plupart des bactéries hydrogenophiles
testées, l'addition d'hydrogene (80 %) a la phase gazeuse des flacons de
culture (condition de culture c.f. Fig. 13), inhibe immédiatement 1a
degradation du substrat organique. Seuls AFarscoccus denitriricans et
Desuirobulbus elongatus ont continué a degrader leur substrat organique
independamment de la concentration en Hp externe. Dans toutes les
cultures, TI'inhibition de la dégradation du substrat organique par Ho a éte
reversible et a pu redémarrer aprés consommation de 1'H». L'inhibition par
Ho ne deépend pas de 1a nature du substrat dégradé: Ho inhibe la dégradation
du lactate, du methanol, du glycérol et du fructose par 2 rructosavorans

et par Sparomusa sp..



Tab. 5.

Concentrations maximales d'H, excretées au cours de la phase

exponentielle de la dégradation d'un substrat organique par différentes

bactéries hydrogénophiies.

Souche Substrat Accepteur Ho (ppm]
d'électrons

A. woodii Fructose €02 670
S. acidovorans Méthanol 0o 1500
S. sphaeroides Lactate €0y 5000
M. hungater Formiate CO» 1200
Methanospirillum SK 6 2-propanol C0» 1000
D.vulgaris Hildenborough Lactate 04~ 8000
D. vulgaris Gé ' 0477 1300
D.desulfuricans Essex N4 230
" sans 2200

Fumarate Fumarate &
Desulfovibrio strain JJ Fructose S04 160
" 28ns 7600

Fumarate Fumarate 3

Méthanol SO 24
D. elongatus Lactate 30477 40
! sans ' 110
Y. succinogenes Formiate Fumarate S
" sans 3300
P denitrificans Formiate Nitrate < |

sans 4
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Effet de I'hydrogéne sur 1a dégradation
du lactate par Desulfovibrio vulgaris G6.
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Fig. 8
Effet de I'hydrogéne sur la dégradation
du lactate par Sporomusa sphaeroides.
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Formate [mITl]

Paracoccus
denitrificans
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Fig. 9
Effet de I'hydrogéne sur la dégradation du
formate par Paracuccus denitrificans.
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Effet de I'hydrogene sur 1a dégradation du
lactate par Desulfobulburs elongatus.
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Effet d'hydrogene sur la dagradation du formate par Wolineila succinogenaes.
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Fig/lzi Cinétique de La dégradation de'isopropanol par AMectenasnenillam SK5, sous N, | CO,
(80/20)1bar et sous N,/ CO, (80/20) 1 bar suivi par H, / CO, (80/20) 3 bars.
Armosphére = 66 % du volume total ; [isopropanol | = 20 mM.
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Ces résultats demontrent clairement gue 1'addition d'Ho inhibe de fagon
significative 1a dégradation d'un substrat organique par les representants
classiques du groupe de Desu/fovibrio testés ainsi que par les bactéries
homoacétogénes et les bactéries meéthanogénes testées. Au contraire,
LDesulrobulbus elongatus, qui libere également de I'H», pendant sa
croissance sur lactate, n‘est pourtant pas inhibé par Ho (Fig. 10). Cela est
confirmé par le fait que Desuifobuibus élongatus ne produit pas
suffisamment d'Ho pour arriver a constituer une coculture avec une
bacterie meéthanogene oxydant 1'Ho sur éthanol, propionate (Samain et al.
1984, Guyot et al 1985) ou lactate (résultats actuels). Ces observations
indiquent que, contrairement aux especes de Desu/robu/bus dont 1'activité
de I'nydrogénase peut &tre régulée (Samain et al. 1986), dans les especes
de Desulfovibrio e flux délectrons est lié a la concentration d'H»
externe, cela probablement grace a des hydrogénases efficaces,
productrices et consommatrices d'Hp. 1T semble que I'hydrogéne excréte
par les espéces de Qesu/fobulbus soit le produit d'une lente réactfon
secondaire qui ne régénére pas assez rapidement Ho, pour entretenir un TIH

efficace avec Methanospirilium hungatel.

Deux autres observations confirment que le metabolisme de H» est
différent entre les genres de Desu/fovibrio et  Desuirobulbus.
Contrairement aux especes de Desu/robulbus, 1es espéces de Desuirovibric
hydrogenophiles semblent métaboliser activement I'H, en tant que produit
intermeédiaire, au cours de la dégradation de substrats organiques.

|. Cultive sur lactate ou sur de V'hydrogéne élémentaire Desulfovibric

wu/garis Hildenborough a une activité hydrogénasique importante et du
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méme ordre de grandeur (Pankhania et al. 1987) contrairement a

Desulfobuibus elongatus (Samain et al. 1984, Samain et al. 1986).

2. les espéces de Desulfovibrio cultivees sur lactate dégradent
immeédiatement Ho tandis que Desuifobuibus elongatus présente une phase
de Tatence de plusieurs jours lorsqu'on le repique d'un milieu lactate sur un

milieu hydrogéne (Samain, communication personnelle).

Dans l'ensemble, ces observations vont dans le sens de I'hypothése du
recyclage de I'hydrogene d Odom et Peck (1981). Cependant I'état actuel
des recherches ne nous permet pas de conclure de fagon absolue que
I'hydrogéne soit un produit intermédiaire obligatoire de la dégradation des
substrats organiques par les especes de Lesu/fovibrio et les bactéries
homoacétogénes. Ceci n'a d'ailleurs pas un grand intérét écologique (voir

Ci dessous).

Trés récemment (Mars 1987) Pankhania et al. ont montré que T'addition
d'Ho n'inhibait pas la dégradation du lactate par Desulfovibrio vulgaris
Hildenborough. Aprés Lupton et al (1984), c'est le deuxiéme rapport qui
indique le contraire de nos propres résultats. Pour cette raison, nous avons

egalement etudié I'effet de Ho sur le métabolisme de cette souche (Fig.13).

Aprés avoir testé I'effet de 1'augmentation de la concentration d'Ho sur le
métabolisme des souches hydrogénophiles utilisées, nous avons étudié
celui du retrait de Ho (concentration d'Ho diminuée par une seconde
bactérie consommatrice d'Ho) (Tab. 1 de T'article S). Toutes les bactéries

homoacétogénes testées (Sporomusa acidovorans, Sporomusa Sphaéroides,
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Acetobacterium woodi7) ainsi que les especes de LDesu/fovibrio classiques
libérent tous leurs équivalents réducteurs sous forme d'Ho élémentaire si
celui-ci  est consommé par une deuxiéme souche (par exemple
Methanospirillum hungater). Toutes les souches qui ont été inhibées par
I'augmentation de la pression partielle d'Ho, et seulement elles,ont éte
capables deffectuer un TIH en présence de Methanospirilium hungate:

comme seul piége a hydrogeéne.

3.4 Effel de Hy sur la fermentation de substratls organiques par

les bactéries anaérobies hydrogénophiles.

La souche £ /fructosovorans dégrade le fructose mais également le
fumarate ou le glycérol, avec production d'Ho en I'absence de sulfate. (En
'absence de sulfate, 2 /sructosovorans dismute le glycérol en 3
OH-propionate et probablement 1,3-propanediol comme la souche décrite
par Nanninga et Gottschal (1986)). Nous avons testé I'effet de Hop sur 1a
fermentation du fructose et sur la dismutation du glycerol et du fumarate
afin de savoir si la production et la consommation de Ho jouaient un role
méme au cours de ce métabolisme fermentatif. (Le terme de fermentation
peut induire en erreur dans la mesure ou I'on soupgonne que 1'énergie soit
conservée par phosporylation’ oxydative(par exemple 1a réduction du
fumarate en succinate). La présence d'Ho arréte complétement 1'oxydation
du fructose, du fumarate et du glycérol. Les cultures sur Hp / fructose ne
montrent pas d'activité métabolique mesurable, alors que les cultures sur
Hp / fumarate et surHo / glycérol réduisent les substrats organiques en

succinate et propanediol (traces) respectivement:
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Eq.11 H + T00C-CH=CH-C00” <¢===> ~00C~CHo~CHy-C00"

Eq12  H2 + CHoOH-CHOH-CHoOH <===> CHyOH-CHp-CHoOH + Hy0

Les cultures sur Hy / fumarate se développent en produisant uniguement du
succinate, méme aprés transfert sur milieu neuf (Fig. 14, 15), tandis que
dans les cultures sur Ho / glycérol, on n'observe pas du tout de
croissance; la réduction du glycérol en propanediol n'est donc pas liée a
une phosphorylation (pas de respiration. du glycérol alors quil y a
respiration du fumarate). Cependant, selon la théorie du recyclage de Ho
d'Odom et Peck (1981) un gradient de protons (et, comme ici, en présence
d'une ATP-ase donc un gain d'ATP) devrait également se réaliser en
J"absence d'un transport membranaire des électrons (Fig. 4). C'est-a-dire,

que la réaction
Ea. 13 CHpOH-CHOH-CHo0H + Hop <===> CHy0H- CHy~ CHo0H + H70

pourrait conduire a un gradient membranaire de protons si I'hydrogéne
était oxydeé par une hydrogénase périplamique et si un transfert d'électrons
mais pas de protbns vers le cytoplasme se réalisajt. L'absence de
croissance de 1a bactérie catalysant ce réaction (eq.13) constitue donc un

argument contre I'nypothése du recyclage de Ho

I'addition d'Hp dans les cultures de 2 /ructosovorans fermentant le

fructose stoppe toute activité métaboligue mesurable. Ceci peut
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s'expliquer de la fagon suivante: I'hydrogéne réduit les transporteurs
d'électrons; ces transporteurs d'électrons une fois réduits, ne permettent
plus l'oxydation du fructose et donc la formation d'accepteurs d'électrons
internes tels que l'oxaloacetate ou le fumarate. Ce sont ces derniers qui
permettent 1a réoxydation des transporteurs d'électrons et 1'oxydation de
I'hydrogéne. L'addition de fumarate déblogue ces cultures et aboutit 3
I'enlevement de Hp entrainant par la suite la réduction du fumarate et la

fermentation du fructose (Fig. 16).

Au cours du processus de dismutation, un composé sert en méme temps de
donneur et d'accepteur d'électrons. Ho inhibe la dismutation du glycérol et
du fumarate au niveau de J'oxydation, probablement a cause de 1a réduction
des transporteurs d'électrons. Cependant Ho accélére la réduction de ces

substrats.

Cela prouve que méme en 1'absence de sulfate, 1a dégradation des substrats
organiques est liée au pool d'H, externe. |1 n'est pas impossible que
D Iructosovorans produise et consomme également de I'Hy au cours de 13
fermentation de substrats organiques tels que le fructose et le glycérol et
pendant la dismutation du fumarate. |1 faudrait étudier 1a signification du
métabolisme de Hp au cours de 1a fermentation par d'autres bactéries

hydrogénase-positives.
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3.5 Rdle possible du meétabolisme de Hyp au cours des

dismutations et fermentations

La dégradation du méthanol par AHethanosarcing sSpp. représente une
dismutation similaire & celle du fumarate par Desu/fovibric
rructosovorans L.es deux ré'actions de dismutation peuvent donc s'écrire

suivant deux réactions, une oxydation et une réduction:

dismutation du méthanol
Ea. 14; CHZ0H + 2 Hy0 ¢===> HCO3~ + 3 Hy + H*
Eq. 15; 3CH30H + 3 Hy<===> 3CH4 + 3 Hy0

dismutation du fumarate
LQ._IL —ooc—CH=CH—coo_ + 4 Hzo {===)
CHz-C00™ + 2Ho + 2HCOz™ + H*

Eq. 17; 2 "00C-CH=CH-C00~ + 2Hy, <===> 2 "00C-CHo-CH,-C00™

L'effet de Hy sur la dismutation du méthanol et du fumarate (catalysée
respectivement par /ethanosarcing sp. ou Desulfovibrio fructosovorans )
est identique: inhibition de 1a réaction doxydation (Eq. 14, 16) et
stimulation de la réaction de réductfon (Eq. 15, 17). Cela conduit a
I'oxydation de Ho, couplée a la reduction du méthanol (Muller et al.
1986) ou du fumarate (Fig. 15). La [Hp] apparait donc étre en équilibre
dynamique avec des transporteurs délectrons (Fig. 17). De plus, en
supposant que I'hypothese du recyclage de Hp d'Odom et Peck (1981) est

également valable pour les espéces Methanosarcing 11 est possible
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d'imaginer un transfert d'Ho entre les cellules de /elhanosarcing qui
forment généralement des amas. La création d'un gradient de protons (Fig.
18) entre les cellules de /ethanosarcinaserait le résultat de ce transfert
d'Ho et pourrait donc aboutir a un gain plus important d'ATP (ATP-ase). La
formation d'aggrégats répresenterait donc dans ce cas, un avantage
énergétique (Conrad et al. 1983) car cela minimise la distance entre les
cellules. Ce modele théorique du transfert d'Ho entre les cellules d'une
seule espéce ("transfert intraspécifique d'hydrogéne”) représente un

modele intermédiaire entre le TIH et le recyclage d'Ho.

En supposant que la production et la consommation d'Ho participent a la
création d'un gradient de protons (Fig. 4), seules les bactéries contenant
une ATP-ase pourraient ainsi profiter de ce métabolisme. Par conséquent,
c'est plutdt chez tes bactéries qui respirent que chez les bactéries
fermentatives quon pourrait s'attendre a unrecyclage d'Ho. Cependant, une
consommation dHp a également été observée durant le processus de

fermentation bactérienne:

o (Jostridium acetobutylicum consomme de 1'Ho pour réduire le butyrate
en butanol (Jewell et al. 1986, Heyndrickx et al 1987, Brosseau et al.
1986)

o Desulfobulbus propionicus consomme de I'Hy pour réduire l'acétate en

|"absence de sulfate (Laanbroek et al. 1982)

Ce sont surtout les Clostridies hydrogénase positives (comme C/ostridium,

kluyver; ou dautres bactéries réalisant la réaction de Stickland:
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d’'Odom et Peck) au cours de la dégradation de 1'acétate
par Methanosarcina species.
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utilisation d'un acide aminé comme donneur d'électrons et d'un autre aclde
aminé comme accepteur d'électrons) qui sont susceptibles d'de produire et

consommer H2.

Si Ho est genéralement capable de réduire le NAD(P)+ dans les cellules
contenant une hydrogénase couplée a un NAD(P)H, comme cela a été décrit
pour Clostriaium kiupver’ (Simon et al. 1985) ou pour C/osiridium
butyricum(Matsunaga et al 1985), et si I'nydrogenase est périplasmique il
ne faut gu'un accepteur d'électrons pour permettre la création dun
gradient membranaire de protons (Fig. 4). L'oxydation de Hy au cours d'une
fermentation pourrait donc conduire a la formation d'ATP sans 1'utilisation
d'une chaine de transport d'électrons. |1 serait donc intéressant d'étudier

plus en detail 1a consommation d'H, par les bacteries fermentatives.

L'existence d'une ATP-ase chez certaines Clostridies ne peut pas étre
exclue car 1a réduction de 1a proline par £ sporogenesest couplée a une
translocation orientée de protons (= souche probablement ATP-ase
positive) (Lovitt et al 1986). De plus £ sporogenes peut jouer le réle d'une
syntrophe (= souche hydrogénase positive) en présence de bactéries
hydrogénophiles (Wildenauer et Winter 1986). Théoriquement, C/ostridiun:
sporogenes devrait donc étre capable de croitre en catalysant la réaction

suivante:

HyC - ?Hz

Eq. 18 HyC  CH-C00"  +H, ¢===> HoN-CHo-CHy-CHy-COO™
\ 7/
NH

Proline 4-Amino-valérate
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Il est & remarquer ici que, d'un point de vue meécanistique, les deux
modéles proposeés pour expliquer la production et la consommation d'H, au
cours du métabolisme de l1a plupart des bactéries hydrogénophiles testees
(Fig. 3, 4) (Lupton et al. 1984, Odom et Peck 1981), ne s'excluent pas
mutuellement. Une combinaison des deux modéles serait une solution
permettant la formation d'une force proton-motrice supérieure a celle
possible pour chacun des deux modéles considérés isolément (Fig. 19). Le
recyclage de Ho ne représenterait ici pas le seul mecanisme formant un

gradient de protons, mais un mécanisme additionnel.

3.6 Compétition : role écologique de 1la maintenance d'une

certaine concentration d'Ho

La bactérie homoacétogéne Sporomusa acidovoranset 1a BSR Desulrovibric
fructosovorans  sont toutes deux capables doxyder le méthanol en
utilisant respectivement le CO» oule S04~ comme accepteur d'électrons.
En présence d'une concentration excessive en méthanol (40mM), ces deux
souches ne produisent pas d'acétate en coculture, mais du sulfure et
vraisemblablement du COo. 2 /fruclosovorans maintient, pendant sa
crofssance sur méthanol, des valeurs de la [Ho] inferieures & celles
mesurées dans la culture de S agc/qovorans (Tab. S). Ceci permet
d'expliguer I'inhibition de 1a réduction du CO» en acétate dans 1a coculture
en terme de TIH. (Dans une culture pure de S ac/dovorans, la présence

unique du sulfate n'apas inhibée 1a dégradation du méthanol).
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Il se pourrait également que, dans la nature ,les bactéries qui
maintiennent des pressions partielles externes dHo, a des valeurs
différentes, aient une influence mutuelle sur leur métabolisme pour deux
raisons:

- competition vis a vis de I'Hy excreté

- inhibition de la dégradation du substrat par d'autres bactéries par
production d'hydrogéne.(Fig 17). Une fillustration classique de cette
inhibition est représentée par Lesu/rovivrio sp. qui inhibe Ta dégradation
de l'acétate par MMethanosarcina tarker/  en produisant Ho a partir du
lactate (McInnerney et Bryant 1981). On peut expliquer par ce méme
mécanisme, I'effet inhibiteur du formiate sur 1a méthanogénése a partir de
'acétate, observé dans une culture mixte d'especes de Ce//u/omonas,

pesulrovibrio et Methanosarcing (Guyot 1986).

Méme lorsque le substrat organique est identique pour les deux bactéries
de la coculture, il y a possiblité d'interactions entre elles, entrainant
ainsi  une compétition indirecte pour le substrat par l'intermédiaire du

pool d'Hy commun, comme nous 1'avons dé ja vu pour le méthanol.

On peut supposer que, dans les environnnements naturels exempts d'0p ces
bacteries sensibles a I'Hy sont toutes reliées & un pool d'Ho commun (Fig.
20). Les capacités métaboliques de ces bactéries (disponibilité des
accepteurs et des donneurs d'électrons) déterminent leur participation au
turnover du pool commun en terme de production et de consommation d'H».
I se peut également que la taille du pool d'Hp commun détermine la
direction du flux dHp: des concentrations élevées d'Ho entrainent une

consommation de I'Ho par toutes les bactéries hydrogénophiles. Des
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Schéma simplifié montrant la participation de plusieurs

bactéries anaérobies dégradant un substrat organique (S0),

a un “pool“commun de I’'hydrogéne. Les variations de la pression
partielle, dues a la disponibilité des sources d'énergie, peuvent
déplacer les directions du flux d’hydrogéne et peuvent transformer
une bactéries consommatrice facultativeed’hydrogeéene en productrices
d’hydrogéne. L'epaisseur des fléches symbolise I'activité

principale de consommation ou production d'hydrogéne.

BSR = Bactéries sulfato-réductrices
BM = Bacteries méthanogenes

BHA = Bactéries homo-acétoegenes
BF = Bactéries fermentatives
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concentrations faibles d'Ho ont pour conséguence une préduction d'Ho par'
certaines bactéries (qui maintiennent en culture pure des concentrations
d'Ho plus elevées, comme les bactéries homoacetogenes) alors que d'autres
bactéries hydrogénophiles (qui maintiennent des concentrations trés
faibles, comme les BSR) continuent & Toxyder. Si deux bactéries
différentes, qui maintiennent des valeurs de [Ho] différentes pendant la
dégradation d'un substrat organique (ou si I'on veut parler de fagon imagée
. qui sont entourées par des nuages d'hydrogéne diffus de différentes
tailles) arrivent au contact I'une de l'autre, le flux d'Ho suivra le gradient

ainsi créé (gradient allant dugros nuage au petit nuage).

L'augmentation des concentration d'Ho conduit a I'accumulation de produits
de fermentation réduits et a une baisse de la proportion d'acétate selon
trois mécanismes (Fig. 21):

1. en favorisant une production accrue de produits _de fermentation
réduits et une diminution de 1a production d'acétate et d'H» (Chung 1976,
Chen Min et Wolin 1977, lanotti et al. 1973, Schleifinger et al. 1975,
winter 1980, Baushop et Mountfort 1981, Stams et Hansen 1984, voir
egalement Introduction 3.4-3.7 ).

2. en inhibant 1a dégradation syntrophigue des produits de fermentation
(McInnerney et al. 1979, 1981, Kaspar et wWuhrmann 1978, Mcinnerney et
Bryant 1981, Bryant et al 1967, Eichler et Schink 1984, Sleat et Robinson
1983)

3. en inhibant 1a dégradation des produits de fermentation tels que les
alcools ou le lactate, par des bactéries homoacétogénes et sulfurigénes

(résultats actuels).
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Fig. 21
Schéma simplifié du flux d'électrons dans les environnements

anaeérobies et du turnover de I'hydrogéne

Les trois sites ou une concentration elevée d'hydrogéene peut conduire a 1'accumulation des
produits de fermentation réduits, sont les suivants:

( 1) Deplacement du metabolisme des bacteries fermentatives de 1a production a'acetate ot
d'hydrogene vers la production d'alcools et acides gras.

(2) Inhibition de 1'activité métabolique des bactéries syntrophiques (BPOH).

(3) Inhibition de 1a dégradation des substrats organiques par les bactéries homoacétogénes,
sulfato-reductrices et methanogenes.
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4 Influence possible de 1a variation d'énergie libre sur la
vitesse des réactions chimiques catalysées par les bactéries:

relation entre 13 thermodynamique et 13 cinétique

4.1 Effet des accepteurs d'électrons terminaux sur l'efficacité

de I'oxydation de Ho

[1 semble d'aprés l'article S que, dans les cocuitures de deux bactéries
hydrogénophiles, .c'est l'organisme qui utilise l'accepteur d'électrons
thermodynarhiquement le plus favorable qui oxyde le plus efficacement
l'hydfogéne. L'article 6 reprend ce probléme et démontre avec plus de
détails le role de la thermodynamique dans la dégradation effective des

traces d'Ho.
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Summary

The effect of different electron acceptors on substrate degradation was
studied in pure = and mixed cultures of various hydrogenotrophic
homoacetogenic, methanogenic, sulfate-reducing, fumarate-reducing and
nitrate-ammonifying bacteria. Two different species of these bacteria
which during organic substrate degradation produce and consume hydrogen,
were cocultured on a substrate which was utilized only by one of them.
Hydrogen, which was excreted as intermediate by the first strain (and
reoxidized in pure culture), could, depending on the hydrogen acceptor
present, also be used by the second organism, resulting in interspecies
hydrogen-transfer. The efficiency of H2-transfer was similar when
methanol, lactate or fructose were used as organic substrate, although the
free energy changes of fermentative Ho-formation of th s substrates are
considerably different. In coculture experiments nitrate or fumarate >
sulfate > C0o/CHyq > sulfur or COp/acetate were the prefer ed electron
acceptors and an increasing percentage of Ho was transferred to that

bacterium which was able to utilize the prefered electron acceptor.

In pure cuiture the threshold values for hydrogen oxidation decreased in
the same order from < 1100 ppm for homoacetogehic bacteria to about
0.03 ppm for nitrate or fumarate reducing bacteria. The determined
Ho-threshold values as well as the percentage of Ho transfer in cocultures
were related to the Gibbs free energy change of the respective hydrogen

oxidizing reaction.



" Introduction

Hydrogen 15 a key intermediate during degradation of organic matter in
anaerobic biotic environments (e Hungate 1967, Zehnder 1978, Bryant
1879, Wolin 1982). Ho 13 consumed by methanogenic, sulfate-reducing, and
homoacetogenic bacteria. Members of these bacterial groups are able to
grow cnemolithotrophically with Ho as sole energy source. Thereby they
compete for Ho that has been excreted by fermentative bacteria. Since Hp
concentrations are usually extremely low In anaerobic environments
(eStrayer & Tledje 1978, Robinson et al 1981, Lovely et al 1982, Conrad et
al. 1985, 1986, Novelli & Scranton 1987) microorganisms are outcompeted
for Hy by others which more effectively utilize traces of Hp. Competition
for H> between sulfate-reducing and methanogenic bacteria has been
thoroughly investigated in the past. It has been shown that sulfate
reducing bacteria are able to outcompete the CO- reducing methanogenic
bacterta for hydrogen because of their higher affinity and higher growth
yield (o Winfrey & Zetkus 1977, Abram & Nedwell 1978 a, b, Kristianssen
et al. 1982, Lovley et al. 1982, Loviey & Klug 1983, Lupton & Zelkus
1984, Robinson & Tiedje 1984, Robinson & Tiedje 1984). However, the
question remained by what sulfate-reducing bacteria are enabled to
exhibit higher affinities for Ho than methanogenic bacteria (eKristianssen
et al. 1982) Recently the threshold concentration for Hp has been
discussed as a more important factor for successfull competition
(eLoviey 1986, Ward & Winfrey 1986). According to this model, the

successrul organism keeps the Ho partial pressure below the level that 1s



necessary to allow Hé oxidation by competitors. Sulfate-reducing bacteria
should therefore have lower Ho threshold levels than methanogenic
bacteria. In fact, it has been demonstrated that thesholds of hydrogen
oxydation were about one order of magnitude lower in sediments which
contained sulfate besides bicarbonate as electrons acceptor (Lovley et al.
1982).

However presently it fs unknown which factors affect the magnitude of Ho
threshold concentrations in pure or defined mixed cultures. Beside the
catalytic properties of the hydrogenases which catalize hydrogen
oxidation, the Gibbs free energy change of the total reaction, including
reduction of the terminal electron acceptors may also be of importance.

Hydrogenotrophic anaerobes, such as chemolithotrophic homoacetogens and
sulfate reducers do not only consume Hp but also produce Ho (e Hatchikian
et al. 1976, Tsuji & Yagl 1980, Traoré et al. 1981, Cord-Ruwisch et al.
1987) when metabolizing organic substrates. Methanogens produce Ho
when growing on CO (eQ'Brien et al. 1984) or formate (eTzeng et al. 1975)
and just recently it has been demonstrated that Ho is even produced during
acetate cleavage by Methanosarcina barkeri (eLovely & Ferry 1984, Phelps
et al. 19835, Krzyck! et al. 1987, Boone et al. 1987) and during
homoacetogenesis on methanol (eCord-Ruwisch & Ollivier 1986,
Heljthuisen & Hansen 1986). By testing different representatives of
homoacetogenic, sulfidogenic, and methanogenic bacteria (e Cord-Ruwisch
1986, Cord-Ruwisch et al. 1987) we have recently shown that H» is in



general a minor but significant product during metabolism of various
organic substrates. This indicates that facultatively hydrogenotrophic
anaerobes maintain a certain Ho partial pressure during metabolism.
Maintenance of a certain Ho partial pressure, however, would allow the
utilization of this Ho by other bacteria provided they exhibit a Ho
threshold below that level.

Here we show that the threshoid concentration of hydrogen 15
predominantly dependent on the redox potential of the terminal electron
acceptor, and that Ho is transfered from one facultatively hydrogenophilic
bacterium to another one, if the latter is able to more effectively utilize
the traces of Ho due to the thermodynamicdly more favorable electron

acceptor.
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Materials and Methods

Bacteria. The following bacterial strains were obtained from the German
Collection of Microorganisms (DSM): Desu/rovibrio fructosovorans strain
~JJ (DSM 3604), Desulrovibrio desulfuricans strain ESSEX (DSM 642),
pesulroviorio vulgaris strain G6 (as isolated from the defined syntrophic
association with Syntrophus bushwellii, DSM 26 12TB), Methanobrevibacter
émor/p/;//us (DSM  744), Methanovrevivacter smithi7 (DSM  861),
Methanococcus vanniellr’ (DSM 1224), Methanobacterium rormicicum (DSM
1539), Methanospirilium hungater (DSM 864), Sporomusa aciaovorans
(DSM 3132), Sporomusa sphaeroides (DSM 28753), Wo//'ne//a'succmogenes
(DSM 1740); and Desulrobulbus elongatus and /ethanospiri/ium SK 6
were kindly donated by Dr. Samain, INRA, Lille, France and Dr. F. widdel
University of Urbana, Ill1inois, USA, respectively. Desu/roviorio vu/garis
strain Hildenborough was obtained from Dr. C. Hatchikian, CNRS-Marseille,
France. Acetobacterium carbinol/icum and Acetobacterium woody7 strain
NZ Va 16 were kindly provided by B. Eichier and R. Bache, University of
Konstanz, F.R.G., respectively. Sporomusa termitigaisolated from termite_
hindguts, was kin Iy donated by Dr. Breznak, Michigan State University,
E-Lansing, USA.

Medium and growth conditions. The anaerobic, bicarbonate buffered,
sulfide-reduced freshwater medium, as described for fatty acid degrading
sulfate-reducing bacteria (ewWiddel and Pfennig 1984) was modified by
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adding | to 3 mM aceate (as carbon source) and by omitting sulfate. For
cocuiture experiments and for pure cultures with Acelovacterium wood/l,
wolinella succinogenes and Sporomusa species 0.05% yeast extract was
added. Electron donors and acceptors were added from sterile anaerobic
stock solutions. If not otherwise stated, their final concentrations were
(inmmol/1). fructose 10; lactate 20; methanol 20; formate 40; sulfate 20;
nitrate 10; fumarate 60; caffeate 5; sulfite 10; thiosulfate 20; sulfur as

powder in excess. All chemicals used were of reagent quality.

Theshold experiments. Ho-thresholds were determined in cultures
grown heterotrophically on organic electron donors or
chemolithotrophically on Ho. In heterotrophically grown cultures Ho was
produced and consumed during organic substrate degradation until a nearly
constant Ho concentration, i.e. the treshold, was reached after depletion of
the organic substrate. In Ho-grown cultures, the gas phase was replaced by
Ho-free No/CO- (80/20) and pressurized with No to | bar overpressure. A
limiting amount of Ho (giving apout 10,000 ppm) was added and the
oxidation of Ho was followed until athreshold was reached. The
Ho-threshold measurements were carried out at 28-34 °*C using 120 m)
serum bottles with 80 % gas phase of Ho- and Qo- free No/COo (80/20)
mixtures. Throughout the experiments the cuitures was rapidly stirred or
shaken Lo ensure equilibrium of gas concentrations petween the liquid
phase and the gas phase Hydrogen partial pressures were determined by
analyzing gas samples taken from the headspace and correcting for the

headspace pressure measured with a needle manometer.
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Analytical methods. Methane and alcohols were determined by gas
chromatograhy as described by Cord-Ruwisch et al. (#1986). Sulfide was
determined spectrophotometrically as colloidal CuS (eCord-Ruwisch
1985S). Organic acids and fructose were analyzed by HPLC (eCord-Ruwisch
et al. 1986). Hydrogen was measured with a Ho analyzer based on the
'"HgO-Hg conversion technique (eSeiler, 1978; Seiler et al, 1980), and with
the commercial Hy analyzer (RGD2 & RGA2) of Trace Analytical, Stanford,
California, USA. The detection limit for Ho was 0.0 1ppm.

Competition experiments. All coculture experiments were carried out
at 34°C with 10% freshly grown inoculum taken during the expong’cial
growth phase of the respect1vve pure cultures. Bacteria were grown on
methanol lactate or fructose with or without a second bacteriai strain
which was unable to utilize the organic substrate but was able to use Hop
as electron donor which waé'eventually excreted by the first strain. The
second bactérial strain was able to utilize electron acceptors which were
added but could not be used by.the first strain. The Hp-producing and Hop
consuming reactions studied are summarized together with the standard
Gibbs free energies per mole of Ho formed or utilized and the redox
potentials under standard conditions and pH 7 (Table 1). The fermentation
balances of the cocuitures were determined after the organic substrate
was utilized by measuring the degradation products (acetate, ethanol) and
the reduced electron acceptors. The stoichiometry of the Ho-producing
reactions listed in table 1 allowed to calcuiate the amount of reducing

equivalents transferred (presumably as Hp) from one strain to the other.



Table 1: Overview of reactions studied and of their Gibbs free energies and redox
potentials under Standard Conditions.

Reactions AG® E*
{kJd/mol HQ] [fmv]

H2-producing reactions:

CgHyo0p + 4H0 e > 2CHz-C00™ + 2CHCO3™ + 4H® + 4H, - 515 - 681
CHzOH + 2H,0 = > HCOz™ + H' + 3H, + 77 - 374
CHz-CHOH-COO™ + 2H,0  —=-—n-- > CH3-C00™ + HCOz™ + HY + 2H, - 20 - 242

H2-consuming reactions:

dHy + 2HCOz™ + HY  —eeees > CH3-C00™ + 4H50 - 26.1 - 279
Ho +5° e > HST + H' - 278 - 270
dHy + HCOz~ + HY e > CHg + 3H0 - 339 - 238
4Hy + 50427 + WY e > 4Hy0 + HS™ - 380 - 217
AHy + S,05%7 e > 2HST + 3Hy0 - 435 - 189
3Hy, + S0z2° - > HS™ + 3Hy0 -572 - 18
Ho + Caffeate ===mme- ’ Hydrocaffeate -855a) + 29
Hy +Fumarate —  =o-ooeo > Succinate - 862 + 32
4Hy + NOg~ + 2HY  eeeeee > NHg" + 3H50 -149.9 + 363

values calculated from Thauer et al (1877). E° ° of the couples accepting electrons from H, was calculated relative to the
redox potential of Hy (- 414 mV).

a) estimated from Orbic’- Galic” (1985)
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Results

Coculture experiments. In pure culture, the homoacetogenic bacterfum
Sporomusa acidovorans produces 0.75 mole acetate from oxidation of 1
mole of methanol by using CO as electron acceptor (eCord-Ruwisch &
Ollivier 1986). However, when cocultured with hydrogen consuming
anaerobes, S. ac/dovorans reduced much less COo to acetate and instead
allowed growth of the hydrogcﬁotrophes present, by transfer of reducing
equivalents (Table 2).

This transfer occured with more than 90% efficiency when S ac/aovorans
was cocuitured with fumarate, sulfate or nitrate- reducing Ho oxidizers
(Table 2). In this case 5 acidovorans oxidized methanol, presumably to
COo, but did not form acetate, while the cocultured bacterium reduced
sulfate to sulfide (Desw/rovibrio sp.), nitrate to ammonium (wolinella
succinogenes ), or fumarate to succinate (W succinogenes)in almost
stoichiometric amounts. Since the co-cultured hydrogenotrophic bacteria
were unable to ox':lize methanol they apparently were able to "pull”
reducing equivalents presuma’bly as Ho, from the methanol-degrading
Sporomusa The same observation was méde when fructose served as
electron donor or with Sporomusa spnaeroides, degrading lactate, in the
presence of the mentioned hydrogenotrophs. CO»-reducing methanogens or
sulfur reducing Desu/rovibrio only "pulled” 8 to 40 % of the total reducing
equivalents produced as Ho by the Sporomusa species. Similar results
were obtained when Acefobacterium woodl/  served as Hp producing
bacterium.



Tab. 2: The sffect of different hydrogen conguming bacteria on C0, reduction to acetsta by Sporomusa specias
degrading methanol, fructoss or lactats.

Organic  Girain  Susin iactron- DO AL i ot . (%]

substrats | I accapt. 11 o om0 Rl
substrate oxidized C0z ~reduction to strain I

Methanol Sporomusa  Methanosprill. €0 0.27 Methane 0.4t 38~ 55

: acidovorans Desuligvibrio  sulfats  0.58 Sulfids 0.00 92 - 100

Wolinsila nitrate 0.73 Ammonium 0.00 g7 - 100

Fructoss Desulfovitric  sulfats  0.94 Sulfids 0.00°* 94 - 100

Methano! Sporomusa  Dssalfovibrio  sulfur  0.24 Sulfida 0.57 8- 24

" sphasroidas  Wolinslla fumarste 2.75 Succinats 0.00 82 - 100

Lactats Walinsils fumarats 1.73 Succinata 0.00°° 86 - 100

Rll valuss given in mole per mola substrats degraded. Transfar of hydrogsn was calculatad from the relativa
amount of slactrun acceptor Il rduced as well as from the deficit of acatats producad from an .

* 1.B8 mole / mols fructoss fructoss.
t . . .
** {1 85 mols acatets produced / mole lactats D% congidersd to originate fram 1,00



Tabls 3: Thnnﬂmtddiﬂmththmmmhghmﬁnmmmummnw
Desulfovibris vulgaris strain G6 during lactats degradation.

[ slectron accsptorsrsducad  H; trans-
slectron strain sleciron furred [R)
acceptor | I acceptor Il  strain | strain II to strain I

(sultide)
sulfate Msthanospirillum CO; 0.47 0.0 0
smifate Sporomusasph.  CO; 051 00 0
sulfats  Wolinalla Ditrats 035 0.2 Ammonia  24-30
sultar Mathanospirillom co, 0.73 0.30 Methans B0 - 84
sulfur Sporomusa acidov. Ch 0.34 0.37 Acetats® 4-
sulfur Wolinslla nitrate 0.0 0.48 Ammonia 92 - 100
\, Y,

Yaluss given in mols per mols lactats degraded.

* ) Corrsctad by considsring of 1mols acstats produced per mole of lactats.

Tabls 4: Effect of different external hgdrogen acceptors on the reduction of internal slectron acceptors (athanal -~ and
succinats mducﬁm] by Desulfgvibrio tructosovorans during the growth on fructoss. Values mols psr mols fructoss dsgraded.

ut:::lk sxternal hydrogen H ., transfer to
B acstats sthanol succinate acceptor reducad n%mulnznnk
without 0.4 03 08 - 0.0
sulfur 1.1 0.2 1.0 10H 5 1.0
sulfats 19 0.0 0.0 10H A 40
Sporomusa (co,)
haerdides 2 24 0.1 1.0 0.4 acatate 15
Mathanospirillum (co,) l

o 2 1.2 0.0 03 0.7CHq4 238
Wolinslla (no,) *

oganes 3 1.7 0.0 0.1 1.2NH4 40
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Growing on lactate plus sulfate, Desu/rovibrio vuigaris allowed 24 - 30 %
transfer of reducing equivalents (as Hop) to wolinella reducing NO3~
which fs the energetically more favourable electron acceptor than sulfate.
However no Ho was transfered to /1 Aungateror S sphaero/des using an
electron acceptor which fs energetically less favourable than sulfate.
(Table 3). When replacing suifate by elemental sulfur, which Is the
energetically less favourable electron acceptor Desu/foviorio vuigaris no
tonger produced sulfide but transfered all reducing equivalents to w
succinogenes (Table 3). Cocultures of sulfur-reducing 2. w/garis with COo
reducing S gcioovorans or /7 hungate/ resulted in reduction of both
electron acceptors (Table 3).

In the absence of external electron acceptors Desu/7oviorio 7ructosovorans
strain A ferments 2 mole fructose to 1 mole succinate, I mole acetate,
and 1 mole ethano! (eCord-Ruwisch et al. 1986). Only traces of hydrogen
(7600 ppm) were produced during this fermentation. In the presence of
sulfur or sulfate 40 rsructesevorans also used these external electron
acceptors and produced sulfide instead of ethanol or succinate. External
electron acceptors such as sulfate or sulfur apparently were competing
for reducing equivalents with the internal electron acceptors such as
acetaldehyde or fumarate. The same shift of electron flow away from the
formation of the fermentation products ethanol and succinate was
observed when the activity of hydrogen consuming bacteria allowed the
use of protons as external electron sink by coupling the oxidation of

fructose via interspecies Ho transfer to CO or NO3™ reduction (Table 4).
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The amount of Ho transferred to the accepting system was correlated to
the free energy change of the oxidation of Ho with the electron acceptor
used. Virtually all reducing equivaients of fructose were used to reduce
sulfate or nitrate if present as external electron acceptor, whereas only
part of the electrons were used to reduce Cbz or sulfur as external Hp
sink. In the latter case, internal electron acceptors generated during
fermentation of fructose apparently were preferred and succinate and

ethanol were excreted as reduced products of fructose oxidation.

Pure culture experiments.

The results of the coculture experiments suggested that the efficiency of
competition between the strains depended on their capacity to oxidize low
concentrations of hydrogen. Therefore, the threshold values of hydrogen
oxidation were measured in pure cultures of the individual strains used for
the coculture experiments arrlcompared to the: threshold values of other
strains of homoacetogenic methanogenic and sulfate-reducing bacterfa.
Fig. 1 shows the Ho partial pressures of Ho In cultures of Desu/fovibric
desulfuricans growing on lactate with different electron acceptors. Ho
was intermediarily formed during lactate degradation simtlar as shown by
previous experiments (eHatschikian et al 1976, Tsuji & Yagi 1980, Traoré
et al. 1981, Lupton et al. 1984) but was degraded until a certain threshold
value was reached. These threshold Ho-mixing ratios were about 5 -25
ppm when sulfate, thiosulfate, sulfite or sulfur served as the only
electron acceptor (Fig. 1). With nitrate however, which 1s an energetically
much more favourable electron acceptor than sulfate (see Table 1),
hydrogen was oxidized dbwn to mixing ratios 100 fold lower (0.02 - 0.03
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Fig. 1: Time course of hydrogen production and consumption during and
after lactate degradation by Desulfovibrio desulfuricans Essex with
different external electron acceptors. Concentrations are given in

Materials and Methods section.
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ppm, Fig.1).

Fig. 2 shows similar experiments with A wood// growing on hydrogen as
electron donor and with or without caffeate as additional electron
acceptor (eBache & Pfennig 1981, Tschech & Pfennig 1984). The final Hp
threshold was much lower with caffeate than with CO, as electron
acceptor, again indicating that the energetically more favourable electron
acceptor allows the utilization of lower Ho concentrations. Similar Ho
threshold concentrations were reached, however, with W succinogenésand
Desulfovibrio desulfuricans which both are able to oxidize Ho by the

reduction of fumarate to succinate or nitrate to ammonia (Table S).

Table 5 summarizes the Ho-thresholds that were measured for the
individual Ho-oxidizing reactions by using various strains of bacteria. The
results indicate that there is a systematic trend from relatively high
(ca.1000 ppm Hop) to very low (ca. 0.03 ppm H») threshold concentrations
with increasing Gibbs free energy changes of the Ho-consuming reaction.

The effect of fumarate or nitrate addition to a culture of Desu/rovibric
Tructosovorans strain JJ growing on saturating concentrations of Hy (3
bar of Hp/CO, (80/20) in the gas phase) and sulfate is shown in Fig 3./
Fumarate did not. inhibit the utilization of suifate, but was additionally
used as electron acceptor. This was different, however, when
Ho-concentrations were in a low range e.g. during dismutation of fumarate
(6 ppm ! ). Under these conditions (40mM fumarate + 20mM sulfate), when

both electron acceptors were present, fumarate but not sulfate was
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Fig. 2: Time course of hydrogen oxidation by Acetobacterium woodii with
C0, and CO, + Caffeate as terminal electon acceptor. Two cultures were
grown on Hy plus CO» and on Hp, CO, + Caffeate [SmM], respectively. After
the end of growth H, [ca. 10,000 ppm] was added to both cultures and

caffeate [ImM] to one of them.



Table S: Effect of electron acceptor on the threshold of Ho in different
hydrogenophilic bacterta growing on organic substrates or Ho. Values given
are means of at 1east duplicate experiments. Reproductibility was about

+ 50 &.

Electron acceptor
oxidized / reduced Microorganism Substrate H2 (ppml
C02 / acetate Sporomusa acidovorans Methanol 430
Sporomusa termitida Ho 830
Acetobacterium woodii H2 520
Acetobacterium carbinolicum H2 950
Sulfur / Sulfide Desulfovibrio fructosovorans JJ Lactate 24
Desulfovibrio desulfuricans Essex Lactate 10
Wolinella succinogenes Ho 5
C02 / CHy Methanospirillum hungatei Formate 25
= 5 Ho 30
Methanobrevibacter smithii H2 100
: arboriphilus H2 90
Methanobacterium formicum H2 28
Methanococcus vannielii Ho 75
Sulfate / Sulfide Desulfovibrio fructosovorans JJ Lactate 12
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough Lactate 19
. ) wuigaris 66 Lactate 16
" . desulfuricans Essex Lactate 8
" desulfuricans Essex Ho 9
Desulfobulbus elongatus Lactate 13
Sulfite /7 Sulfide . Desulfovibrio desulfuricans Essex Lactate 6
Thiosulfate / Sulfide - desulfuricans Essex Lactate 7
Caffeate / Hydrocaffeate  Acetobacterium woodii Ho 3
Fumarate / Succinate Wolinella succinogenes Ho 0.02
Desulfovibrio fructosovorans JJ Fumnarate 0.9%
Nitrate /. Ammonia ® desulfuricans Lactate 0.03
) desulfuricans H2 0.03
Wolinella succinogenes Ho 0.02

* D, fructosovorans disproportionates fumarate to acetate and succinate, so that fumarate as
electron acceptor may become limiting at the end of growth rather than H2.
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Fig. 3: Effect of fumarate [70mM] addition (marked byarrow) to a culture

of Desulfovibrio fructosovaorans growing on Ho plus sulfate.
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reduced during fumarate oxidation to acetate.

Similar results were observed with Jesulrovibrio vuigaris strain Essex
which prefers nitrate to sulfate as electron acceptor when growing under
Ho limiting conditions. (- Seitz & Cypionka 1986). Under saturating
conditions of Ho (see above), however, the addition of nitrate to a sulfate
reducing culture did not significantly influence the metabolism of 2
aesulruricans.



96

Discussion

Qur results show that two bacterial species could compete in coculture
for an organic substrate although one of them was unable to utilize the
substrate in pure culture. This is most probably due to the fact that small
amounts of Ho are produced during the degradation of the substrate by the
first species and that both species compete for the excreted Hp. This
results in an interspecies Hp transfer as soon as the second bacterium has
a similar or higher Ho utilizing efficiency than the first one. The
efficfency of transfer of reducing equivalents was paralelled by the
efficiency to utilize Ho down to low threshold concentrations and
depended on the energetics of the Hp-utilizing reaction. Hence, electron
acceptors with increasing redox potentials resulted in decreasing Hp
thresholds and increasing Ho transfer to those bacterial species which
were able to utilize the energetically more favourable electron acceptor
This interspecies communication via Ho appears to be independent on the
H» producing reaction, as similar results were obtained with methanol,
lactate and fructose as organic substrates. These substrates are
distinguished by the Gibbs fee energy and thus by the ease of H» liberation
during substrate degradation.

It is known from the literature that the degradation of a substrate can be
accomplished in syntrophy by one bacterium oxidizing the substrate by
reducing protons and the other bacterium oxidizing Ho by reducing a
suitable electron acceptor (eMcinnerney & Bryant 1980, Wolin 1982, Mah
1982, Schink 1987). Recently it has been shown that methanol utilizing

()
(@)
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homoacetogens completely transferred the reducing egivalents generated
during substrate oxidation to Ho-uttlizing sulfate reducers
(eCord-Ruwisch & Ollivier 1986, Heijthuijsen & Hansen 1986). The
interspecfes Ho-transfer took place although the homoacetogen was not
able to conserve energy for growth during oxidation of methanol.
Interspecies Ho-transfer was even observed In cocultures of
sulfate-reducing Desulfovibrio with the acetate utilizing Methanosarcina
as Ho donor (ePhelps et al. 19835). Methanosarcina apparently produced less
CHy4 from the methyl group of acetate when an Ho-accepting bacterium
was present that was able to "pull” reducing equivalents by energetically
favourable Hp-uptake reaction. In this case the two electron acceptors in
competftion for reducing equivalents were apparantly the methyl group of
acetate and sulfate (via proton reduction to H2). Our results are in line
with these observations, indicating that reduciﬁg equivalents are utilized
by those metabolic reactions which allow the higher yield of energy.

Our results further indicate that Ho-transfer may be brought about by.
reaching a lower Ho-threshold concentration when the Ho-utilizing
reaction is thermodynamically more efficient. This supports our view
(eCord-Ruwisch et al. 1987) that facultatively hydrogenotrophic bacteria
communicate by means of a particular range of Ho concentration
(eHo-buffer) that is maintained within the ecosystem as long as the
availability of electron donors and acceptors is maintained, i.e., the
thermodynamic conditions of Ho utilization are constant. |

The thermodynamic conditions do not only depend on the nature of the
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redox couple but aiso on the concentrations of the electron donor Ho and of
the different electron acceptors. Hence, the low solubility of elemental S©
as electron acceptor may explain why sulfur-reducing bacteria competed
less efficiently with homoacetogenic and methanogenic bacteria for
reducing equivalents, so that the latter species were able to pull 60-80 %
of the reducing equivalents from sulfur-reducing but not from
suifate-reducing Desulfovibrio. Similarty, the fermentative
disproportionation of fructose by Desu/fovibrio rructosovorars was
partially replaced by reduction of external sulfur or sulfate, or by transfer
to Ho-utilizing homoacetogens and methanogens, although the reduction of
intracellularly generated fumarate to succinate should be energeticaily
more favorable. The intracellular fumarate concentrations were most
probably too low to compete for reducing equivalents with the high
concentrations of external electron acceptors. This 1S In accordance with
the observation that fumarate was used in addition to suifate as electron
acceptor when the electron donor Ho was saturating, but were used

instead of sulfate, when H2 concentrations were low.

Nitrate is wused as electron acceptor for respiratory nitrate
ammonification by Wo/ine//ia succinogenes (eBokranz et al. 1983) and
Desultoviorio aesulturicans (e3eitz & Cypionka 1986). Both backria
showed the highest efficiency to use low concentrations of Ho and to pull
reducing equivalents from other facultative hydrogenotrophic bacteria in
the presence of an organic electron donor. Even sulfate reduction was
partially outcompeted by nitrate ammonification. It has earlier been

shown that sulfate reduction in sediments may be inhibited upon addition
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of nitrate. This effect has been explained by the toxicity of eventually
produced intermediates (nitrite) (eHukelikian 1943, Jenneman et al. 1986).
However, the inhibitory effect of nitrate may as well be explained by
successful competition for Ho as important intermediate of organic
matter degradation similar as the inhibitory effect of sulfate on methane
productfon was explained (eWinfrey & Zetkus 1977, Abram & Nedwell
1978a Kristianssen et al. 1982),

Our results confirm the general validity of the conéept that Ho-consuming
reactions with better energetics dominate in mixed cultures and
presumably also in the environment. Our resuits further indicate that the
level of the Ho threshold concentration apparently is not limited by the
first step, the oxidation of Ho catalized by hydrogenases but by the redox
potential of the terminal electron acceptor: Whereas Ho-threshold
concentrations were markedly different for different electron acceptors,
they appear rather similar for the same electron acceptor even if different
bacterial strains with different hydrogenases and other enzyme activities
were tested.

It 1s unknown, whether the terminal electron acceptor may affect the
kinetic properﬁes-(Km, umax) of the Ho consumption reaction. It has been
Calculated that the rate of organic substrate degradation in Hy-syntrophic
cocultures is dependent on the efficiency of the Ho consumer to use low
concentrations of Hp (ePowell 1984, 1985, Archer & Powell 1983). In
light of these calculations our observations suggest that the terminal
electron acceptor may be the limiting factor for the rate of substrate
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degradation. This fs in accordance with the observation that syntrophic
cocultures grow more rapidly with sulfate reducers than with
methanogens as Hp scavengers (eBoone & Bryant 1980, Mountfort & Bryant
1982, Mcinerney et al. 1981). The relation of rates of substrate
degradation to the presence of different electron acceptors and for

different Hp scavenging bacteria is presently studied in our laboratory.
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4.2 Effet de l'accepteur terminal d'électrons sur le taux de

croissance d'une syntrophie

L'article 6 a montré que la variation d'énergie libre de la réaction
d'oxydation de I'Ho est responsable de Ia capacité d'une bactérie oxyder
les traces d'Ho jusqu'a un certain seuil. Pour situer la valeur du seuil de la
dégfadatlon d'Hp par rapport aux parameétres cinétiques (Vipax, Km), une
modification du diagramme classique de Michaelis-Menten est nécessaire
(Fig. 22)

T Hl

seuil kg,

Fig.22

Situation du seull de dégradation de |
Parrapport au paramétres classiques Mm-

Cest surtout la vitesse de dégradation de I'Ho en faible concentration quf
est déterminante pour les processus de dégradation de la matiére
organique et de corrosion du fer (cf. ci-dessous). Or cette notion de vitesse
ne reléve plus de la thermodynamigue mais de la cinétique. Cependant, fl

est intéressant de savoir si 1a variation d'énergie libre d'une réaction au
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cours de laquelle Hy intervient comme un intermédiaire, peut influencer la

vitesse de cette réaction.

La vitesse de degradation dun substrat organigue par une coculture
réalisant un TIH obligatoire est en général proportionelle au taux de
croissance de cette coculture. En outre, le taux de croissance des deux
partenaires d'une syntrophie a T'équilibre sont forcément identiques
(Powell 1984). Si I'on considére gqu'en culture pure, Jes taux de croissance
théoriques du donneur et de 1'accepteur d'Ho dépendent de 1a concentration
en Hy (Fig. 23 et 24),

) A
" !
- .
[H,] [H,]
E ?Moﬂqmdohcommﬂond- 24
I'hydrogéne sur le taux de croissance F qul:“d;:m’t:nng:
d'une bactérie oxydant 'hydrogéne. d‘Wﬂ.uno iy ne.
(Selon Archer et Powell 1885)

on peut également calculer le taux de croissance de l1a coculture
réunissant ces deux organismes et réalisant le TIH (Powell 1984, Archer
et Powell 1883). Les résultats de ce calcul sont schématisés sur la Figure
25. Cette figure montre que la vitesse de dégradation d'un substrat
organique, au cours de laquelle Hy est produit obligatoirement a partir du

NADH (syntrophie), dépend de la concentration ambiante d'Ho. Pour cette
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raison, le taux de crofssance d'une syntrophie est donc fonction de 1a
concentration en Ho effectivement mesurable dans 1a culture et Cest Te
consommateur d'Ho le plus apte a utiliser de faibles pressions partielles
d'Ho qui determinera 1a vitesse de croissance de la syntrophie (Powell
1984,1983, Archer et Powell 1883).

ot e *+— Pyax!
us 1 > .-_l-. 2
By T N <+ Vmax
Pe 3 vaCa— W <+ Pmax3
-
[H,]

Fig. 25

Taux do croissance p, ihéorique (d'aprés Archer ot Powell
1885) d'une coculture syntrophique en fonction de la concentration
d ne. Exempie de 3 bactéries consommatrices

d quiontunkm similiaire mais un vpay différent.

Pour veérifier si les bactérfes hydrogénophiles utflisant un accepteur
d'électrons énergetiqguement favorable sont également capables en
coculture, de maintenir de faibles concentrations en Hy et de ce fait
d'accélérer le taux de croissance de la coculture, nous avons couplé une
bactérie syntrophique avec des bactéries consommatrices d'H, utflisant

différents accepteurs d'électrons.

En utilisant Closirigium bryantricomme donneur d'Ho, une croissance a été
observée unfquement dans le cas d'une coculture avec une bactérie
methanogéne ou avec une bactérie sulfato-réductrice (Tab.6). Clest

probablement pour des raisons thermodynamigues que la coculture de



Tab. 6.
Coculture sur butyrate (10mM) de Clostrigium bryanti7 et de bactéries

consommatrices d'hydrogene utilisant différents accepteurs d'électrons.

bactérie oxydant 1'H- accepteur d'électrons temps de génération
(h]

Acetobacterium woodii CO» / acetate 0

Methanospirilium hungatei CO» / CHy 125

Desulfovibrio vulgaris G6 S04 86

Wolinella succinogenes fumarate 0

Nitrate 0




1

Clostrigium bryantii | Acetobacterium woodyl n'a pas démarreé.

2019 2 CHz-CHy-CHy C00™ + 4Hy0 = 4CHZC00" + 4Hp + 2HY 46"= 96,2kJ

9. 20 4Hy + 2HCOZ™ + HY == CHz-C00™ + 4H50 aG*'=-104,6 kJ
£0. 21 2 CH3-CHy-CHy CO0™ + 2HCOz™ <= 5 CH3C00™ + H* 4G*'=- 8,4kJ
aG°'= - 4,2 kJ/mol butyrate

(pour comparaison: eq. 22: ADP + Py <= ATP + Hy0 aG*'= + 31,8 kJ/mol)

Par contre, il est plus difficile d'expliquer pourquoi C/astrigium bryanti,
ne s'est pas développé en présence de bactéries consommatrices d'Ho
reduisant le nitrate ou le fumarate. La concentration en Hy dans le milieu
est tres faible dans ces deux cas (Tab. 6). Par conséquent, il est possible
qu'il n'y ait pas eu maintien d'une concentration suffisante en NAD(P)H
réduit (Fig. 17) nécessaire a l'assimilation (par ex. glyconéogénése) et

donc a 1a croissance de C/ostridium bryantil

Les résultats obtenus avec Acigomingbacter hyarogenarormans en tant que
donneur d'H» (Tab.7) correspondent & la théorie d'Archer et Powell (1985)
et sont également en accord avec les résultats présentés dans l'article 6 :
dans les cocultures, le potentiel de 1'accepteur terminal d'électrons testé,
- deétermine la concentration en Ho résiduelle mesurable et donc la vitesse
globale de croissance de 1a coculture. En s'inspirant du schéma théorique
d'Archer et Powell (1985), il est donc possible de représenter, de maniére

empirique, sous forme de diagramme, le taux de croissance de la coculture



Tab. 7.
Acidaminobactéer hyarogenoformans — dégradant T'alanine (20mM) en

coculture avec différentes souches acceptrices d'Ho.

Souche consom accepteur taux de croissance® concentration **
-matrice d'Ho terminal d'e” (=1 d'Ho [ppm]
sans H* 0.0 18 000

A. woodii 0, 0.016 3000
M.hungatei €0y 0.021 500
D.fructosovorans 0477 0.018 n.d.
D.desulfuricans $047" 0.024 180
D.desulfuricans N0z~ 0.036 12

n.d.= non déterminé

* Lacroissance de 1a coculture est faible (Densité optique maximale autour de 0,12). Cependant
1a tendance générale des taux de croissance a augmenter en fonction du potentiel des accepteurs
d'électrons, est reproductible.

**( es valeurs représentent 1a moyenne de la [H2] mesurée quand la coculture était en équilibre

( phase exponentielle de croissance).
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en fonction de Ta concentration en Hy détectable dans le milieu (Fig. 26 et
27).

En fonction de ces résultats et des valeurs de seuil d'Hy mises en evidence
dans I'article 6, il semble nécessaire de modifier le schéma théorique (Fig.
25) proposé par Archer et Powell (1985). En effet, cest le seuil
d'oxydation de I'Hr et non la vitesse maximale de sa dégradation qui
semble déterminer le taux de croissance d'une culture syntrophique (Fig.
28).

conclusion : Ces expériences de coculture, en liaison avec les résultats
obtenus dans I'article 6, ont montre que la variation d'énergie libre d'une
réaction peut également déterminer indirectement (via le seuil de
concentration en Hyp) la vitesse de cette réaction. Comme la [Hp] parait
étre en équilibre avec les transporteurs d'électrons (Fig.17) le seuil de 1a
[H2] oxydable correspond a un certain rapport de transporteurs d'électrons
réduits/ transporteurs oxydés. Le seuil de [Ho] pourrait donc étre

considéré comme un seuil de ce rapport.

4.3 Influence du nombre de bactéries oxydant H, sur le taux de

croissance d'une bactérie syntrophique

Plus une réaction est thermodynamiquement favorable, plus elle peut
theoriquement permettre un gain d'ATP et donc une production de biomasse
importante. Cette equivalence permet denvisager I'obtention dune

biomasse en cellules hydrogénophiles dautant plus importante que
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Dépendence du taux de croissance de ia bactériesyntrophe Acidaminobacter hydrogenoformans sur afanine [20mM
en fonction de fa concentration de I'hyd ne maintenue A un certain niveau par 'activité de plusieurs bactéries hydrogéno-

philes: O= Dasulfovbrio desulfuricans Essex avecnftrate, [=D. desulfuricans Essexavec suifate, & =Methanospirilium
hungatel, WV =Acetobacterium woodli

Symboles fermés = Concentration dhydrogéne pendant la croissance
Symboies ouverts = Concentration d'hydrogéne limite (seull) pour I'accepteur d'hydrogéne



_____
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Fig. 28

Taux de croissance ps d'une coculture syntrophlque
en fonction de [a concentration de ['hydrogene.
Example de 3 bactéries consommatrices d'hydrogene
qui ont un ymay similiaire mais un k; = Konstante
(thermodynamique) de la concentration limite (seuil)
different.
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I'accepteur d'électrons utilisé par la souche est thermodynamiguement
favorable. En fait l'utilisation d'un accepteur d'électrons constitué d'un
couple thermodynamiguement favorable, peut augmenter la biomasse d'une
bactérie oxydant I'Ho (Tschech et Pfennig 1984, Seitz et Cypionka 1986).
Or, la biomasse bactérienne est directement liée & la concentration en
enzymes et donc en ce qui nous concerne icCi, en enzymes catalysant
I'oxydation de I'Ho Par consequent en augmentant la densité de la bactérie
acceptrice d'Ho, il est théoriguement possible d'accroitre la vitesse
d'oxydation de 1H, et donc le taux de croissance de la culture
syntrophigue. Afin de vérifier cette relation, nous avons suivi, en l'absence
de sulfate, la dégradation du lactate par 2 /ructosovoransen coculture
avec Methanospirillum en faisant varier la concentration en cellules
hydrogénophiles présentes au départ (Tab. 8). Les résultats prouvent que,
dans une syntrophie, le nombre de cellules hydrogénophiles présentes dans
la culture influe effectivement sur 1a concentraiion en Ho détectable dans
le milieu et, également, selon T'idée d'Archer et Powell, sur le taux de

croissance de la bactérie syntrophique.

Conclusion: la varfation d'énergie libre fournie par la réaction d'oxydation
de T'Hp influe sur le taux de croissance d'une coculture bactérienne
réalisant un TIH. Ceci est d0 a la capacité de 1a bactérie hydrogénophile a
maintenir des pressions partielles en Ho & un niveau tres bas. Cette
capacité depend de son seuil d'utilisation limite de I'Ho et a un degré

moindre, de son rendement de croissance par mole d'H, oxydée.
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4.4 Relation théorique entre 1a variation d'énergie libre et 1a
vitesse d'une réaction

D'une manieére générale, on pourrait croire que les réactifons trés
exergoniques se déroulent plus vite que les reactions faiblement
exergoniques, ce qui n'est cependant pas toujours le cas. En effet, 1a
variation d'énergie libre d'une réaction (AG*"), indique si cette réaction est
thermodynamiquement poésible ou non, mais ne fournit aucun
renseignement quant & la vitesse de cette réaction. La vitesse d'une
réaction chimique est surtout un probléme mécanistique et dépend plutét

de I'énergie d'activation (a G*, Fig. 29) de la réaction.

\ j} T’
T §
Y \

vois de reaction

Energie

Fig.29

Niveau d'énergie en fonction de 1a voie
de fdaction

AG# = Energie d'activation

AG= Energle

Plus I'énergie d'activation d'une réaction exergonique est négligeable
(comme par exemple dans le cas d'une catalyse maximale), plus 1a réaction
se déroule rapidement. Une telle réaction se décompose en deux réactions
partielles ayant chacune sa propre vitesse : La vitesse de la réaction

initiale (v_,)et de l1a réaction inverse (v

-



Tab. 8

Effet de l'ajout de /ethanospirilium hungate/ sur 1a vitesse de la

degradation gu lactate [20mM]

Culture de M. hungatei [m1/ 1] rapport du nombre Hydrogéne présent
rajoutée a I'inoculum de de cellules M.hung./ dans la coculturs p2
D. fructosovorans/M. hungatei D.fructos. [ 8] 1 [ppm] (h™ 1
0 10 670 0,014
250 13 530 0,016
380 16 390 0,019
500 19 370 0,029
630 25 250 0,037

1) Estimé & partir du nombre de cellules de la culture de Aetranaspirilium nungster( 9 x 107
cellules/m]) et de Ja coculturs (3 x 108 et 3 x 107 cellules/ml, O rructosovoranset /7

Hungster, respectivement)

2) 1 est calculé a partir de la vitesse de degradation du lactate et represente le taux de
croissance de 2. /ructesovorans mais pas le taux de croissance de la coculture, car /7 Aungater

ne se multiplie probablement pas.



A+B
C

A + B<==> C réactionglobale v vitesse globale

» C reaction initiale v_, vitesse initiale

> A+ B réactioninverse v _ vitesse inverse
V= OV, o4V

Les vitesses de chacune des réactions partielles, dépendent de la
concentration en réactifs. La vitesse de 1a réaction globale dépend donc
des concentrations en réactifs et en produits. En conséquence, 1a vitesse
d'une réaction de type A + B <—== C diminue progressivement jusqu'a ce
que la vitesse de la réaction initiale devienne égale a la vitesse de la
réaction inverse. La réaction est alors en équilibre dynamique et la
variation d'énergie libre est égale a 0. La progression classique d'une telle
réaction est présentée sur la figure 30 et est similaire a celle obténue

avec une culture bactérienne dégradant 'Ho (Fig. 31).

Au cours de la réaction, les concentrations en réactifs et en produits sont
a chaque instant, fonction de .

1. lavaleur AG' de laréaction: eq.23 AG = AG™ + 2,3RT 109[7%1[51

2. lavitesse delareactionwv = v _ . v

2024 V _, = -ﬁ.LAl-‘-K][A][B] eq. 25 V(_=_Q_[Q_1=k2[f:]
dt dt

en26v= ki [AI[B] + ko [C]
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La vitesse de 1a réaction dépend donc a chaque instant, de la variation
dénergie 1ibre de la reaction:

€0.27 AG® = f(v)
si: v=0 donc . 4lAl - _dIC] alors G =0
at dt

S11'on suppose que la cataiyse de la réaction d'oxydation de Ho est presque
maximale (en fait on ne connait pas de catalyseur chimique de 1'oxydation
anaérobie de Hy dans l'eau, aussi efficace que les bactéries qui réduisent
le CO», 1e SO4 ™ ou le NO3™ ), on peut alors considérer que la concentration
en Hyp non oxydé dépend de 1a concentration d'équilibre de la réaction (AG™
= 0, et v, =v ) Dautre part, lorsque les concentrations en réactifs et
en produits ne varient plus, méme en présence d'un catalyseur efficace,
cela indique que la réaction inverse intervient. En pratique, une catalyse
maximale est improbable. De plus les réactions cataboliques
(dissimilation) sont également liées, via les transporteurs d'électrons, aux
réserves dénergie (représentant un tampon d'équivalents réducteurs) et
aux réactions anaboliques (assimilation). De ce fait, nous nous attendons
seulement a une relation approximative entre la concentration d'équilibre
et la concentration limite (seuil) de dH, dans les cultures

bactériennes.(comparer Fig. 1 avec Tab. 5 de 1'article 6).
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Dégradation de I'hydrogéne dissous par Desulifovibrio desulfuricans ESSEX

avec sulfate dans un essai sans phase gazeuse (séringue en verre de 50 mi ).

Pour la mesure de 'hydrogéne, 2 ml de laculture ont été prélevés et agités
avec 2ml de N2/CO2. L'hydrogéne extrait de cette maniére dans la phase
gazeuse a été mésuré par chyomatographie(c.{. article 6).

La valeur k m peut &tre estimée A partr de 1a penta da la vitacea camimarimal~

120
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4.5 Influence possible des réactions inverses
4.5.1 Oxydation anaérobie du sulfure

Selon les réflexions ci-dessus, on peut supposer que l'oxydation de Ho
ralentit et puis s'arréte (seuil de [Hp]) a cause de l1a vitesse de la réaction
inverse qui se rapproche de celle de 1a réaction initiale. Par exemple:
E0.28  CHy + 3 Hy0 (========> 4H, + HCOz~ +H" aG°'= 135.6 kJ
(devient exergonique a partir de 1 ppm H2)

£2.29 HS™ + H* (========> Hy + §° 26*'= 28.0kJ
(devient exergonique & partie de 10 ppm Ho)

Dans le cas ou 1a réaction est en équilibre dynamique, 'eniévement d'un
des réactifs permettrait théoriquement de déplacer 1a réaction vers la
~ production de ce réactif. Les questions suivantes nous ont semblé
intéressantes:

1 Certains composés organiques ou inorganiques reduits produisent-ils
des [Hp] mesurables ou biodégradables ?

2 Laconsommation de Hy dans le cas oU celle-Ci est en équilibre avec un

réducteur, peut-elle conduire a I'oxydation de ce réducteur ?

Pour répondre a 1a premiere question, 1a concentration en Ho a été suivie
aprés dissolution de plusieurs composés réduits dans de I'eau anoxique.

(Tab. 10). Dans ce tableau 1a concentration en Ho produfte a partir de I'HoS



Tab.10
Réduction des proton de I'eau par différents
composés reduits.

Réducteur  Ho produit aprés 2jours [ppm]

NaoS 170,0
TiCl3 9.5
vClz 3.5
FeClo 2,9
MnSO4 Z,
NaCl * I 1
onCly 0,9
*Temaoin

0,01 gde sel de chague produit ont eté mis dans des tubes de Hunqgate
degazés avec N (contenant @ peu prés 1 ppm de Ho). Ensuite 10 m]
d'eau stérile anoxique ont été rajoutés. La phase gazeuse était
d'environa peu pres 15mi.
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est surprenante; elle est supposée avoir une signification écologique.
Cependant il a été démontré apres l'enlévement de Hp produit par la
dissolution de Nap$ dans I'eau, que 1a valeur précedente obtenue pour I'Hy

n'a pas été reproduite (Fig. 32).

Afin de voir si I'HpS dissout peut étre généralement oxydé par les
bactéries capables d'oxyder les traces d'Ho inférieures a celles produites
par I'HoS, nous avons incube ces bactéries en présence de sulfure comme
source dénergie (Tab. 11). Toutes les bactérfes qui sont capables de
diminuer la concentration en Hy jusqu'a des valeurs inférieures a | ppm
(article 6) sont aussi capables d'oxyder le sulfure (probablement en
soufre). Cependant si 1a réduction du nitrate peut conduire a la formation
de nitrite, un intermédiaire non stable et plus oxyde gue le sulfure, i1 peut
y avoir une oxydation du sulfure en S° par le nitrite. De toute fagon en
utilisant le test qualitatif de dosage du nitrite par le réactif de
Griess-Illosvay, nous n‘avons pas détecté de production de nitrite chez les
souches nitrato-réductrices de Wwo/iné/la succinogenes et Desuirovibric
agesulfuricans Essex. Cependant 1a dégradation du sulfure par Wo/ine/l:
succinogenes avec le fumarate comme accepteur délectrons, ne peut
s'expliguer que par une oxydation catalysée par l'activité de cette souche.
Ce genre de métabolisme vient d'étre également décrit (Macy et al 1986)
pendant que, nous effectuions nos expériences. En raison de l'absence de
données concernant les enzymes de l'oxydation du sulfure chez wo/inéll:
succinogenes on ne peut pas a I'heure actuelle, exclure Vintervention de
I'Ho dans la dégradation anaerobfe du sulfure. D'autres bactéries
hydrogénophiles sont capables d'oxyder des composés soufrés réduits
(Alfredsen et al. 1986, Bonjour et Aragno 1986, Zillig et al. 1987) et sont

&



200

160

120

H 2[ppml

80

10

o o
i 0 1 _|®— 7 l i |

6 12 18 24 30 Temps [h] 48

Fig. 32. Production chimique d'hydrogene apres dissolution du
NasS x 9 H ,0. dans I'eau anoxique. { = renouvellement de la
phase gazeuse.



Tableau 11

Oxydation du sulfure présent comme seule source d'électrons (10mM) et
comme cosubstrat (3mM) par les cultures bactériennes consommatrices
d'Ho.

Accepteur Sulfure restant
Souche d'électrons comme seule en addition
source d'énergie avec un substrat organique

M. hungatei CO, 10.3 2.6 Formiate 40
D.fructosovorans Fumarate 10.0 2.8 Fumarate 20
D.desulfuricans  Fumarate - 9.6 3.3 Fumarate 20
D.desulfuricans  Nitrate 9.9 0.0 Lactate 10
W. succinogenes  Fumarate 9.5 0.0 Formiate 20
W.succinogenes  Nitrate 10.2 0.0 Formiate 20
P.denitrificans  Nitrate 8.8 0.0 Acétate S

Toutes lesvaleurs sont données en mM.

Le temps d'incubation a été de20 jours, 1'inoculum de 108.
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également susceptibles d'utiliser leur capacité a oxyder Ho pendant

J'oxydation de ces composés.

4.5.2 Essai de démonstration de 1a dégradation anaérobie du

méthane.

Le méthane, trés apolaire, est un composé relativement inerte dans 1'eau.
Cependant i1 a été récemment démontré gue le méthane est apparamment
dégradé, méme dans les environnement anaérobies (lversen et Joargensen,
1985), au profit de la sulfatoréduction. Les seules bactéries anaérobies
connues possédant les enzymes qui catalisent les réactions ou le méthane
intervient en tant que principal réactif, sont les bactéries méthanogenes
elles-mémes. Une oxydation nette du méthane par ces bactéries serait
thermodynamiquement possible dans les biotopes ou 1a [H2] est trés faible
(Tab. 12, Fig. 1). Si le seuil de dégradation de Ho par les bacteries
méthanogenes résulte de l1a réaction inverse non négligeable (CHg4 + 2 HoO
-=> 4Ho + COp), I'enlévement efficace de Ho pourrait conduire de nouveau
a une production de traces d'Hp, et donc a un TIH a partir du CHq comme
source d'électrons. Le tableau 13 et 1a figure 23 présentent les résultats

obtenus avec les expériences respectives.

Des expériences plus detaillées (dépendence de la production de Ho par
rethanospiriiium hungatel ont confirmé gu'il n'y avait pas de relation
entre la [Ho] produite et la [CH4l présente. Méme en I'absence de CHy, des
traces de Hop ont été produites par les cellules (resting cells) de /7

nungatel De plus, les cocultures de /1 Aungateravec W.succinogenes avec



Tab. 12

Possibilité energetique de la production d'H» par quelques réducteurs
d'intérét biologique.

Réaction productrice d' Ho a0 [ky/mol HolV)  Ho [atm.]12)

0377 + HoO ==> 50477 + Ho -209 10 2
HS™ + 30377 + HY (== 500377 + Hop £ 1

CHg + 3Ha0 <==> 4Hy + HO3™ + H +33.9 107°
HS™ + H* ==> Ho + $ +28.0 1079
2NHg " ¢==> IHo + Np + 2HY +26.7 10 76
S+ 4H20‘ (==2> 50477 + 3Hy + 2HY +41 4 07
S + 3Ho0 (==> 550377 + 2Hn + 2H* +59.2 1010
Fed* + 2H* <==> Fe3* + Ha +74.3 10712

1) calculé pour [HCOz™] = 10 mM, des autres composés = 0.1 mM.

2)praduction d‘H2 theoriquement possible. Concentration d'equilibre pour aG'= 0.



Tab.13

Production d'Ho par /Methanospirilium hungates, cultivé sur
H>/C05 (80/20) aprés remplacement de la phase gazeuse par
No/CO5 et (ou) CHy

Méthane introduit Ho [ppm] produit aprés

(%] oh 8h 56h
0 2.7 6.8 17.5
10 n.d. 1.1 2.1
100 0.8 1.9 20
100* n.d. 0.7 0.9

* Temoin = culture pasteurisee

SOm1 d'une culture de /. Aungstes en phase exponentielle (D.0.=0.3) cultivé
sur Hp/COo ont été répartis dans 4 flacons sérum de =150m1 puis agités et
degazé rigoureusement pour enlever de I'Ho dissous. Le méthane a éte rajoute

apreés le dégazage.
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hungatei aprés addition du méthane [100 %] comme seul
doneur extemne d'électrons.
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CH4 comme donneur d'électrons et NO3™ comme accepteur d'électrons,
n'ont pas présenté de métabolisme significatif (Tab. 14). La production de
traces dHy par A fungaté/ en Tlabsence de substral, dépendait
probablement de réserves d'energie qui ont permis 1a maintenance des

transporteurs réduits en équilibre avec la concentration d'Hy externe.



Tab. 14

Coculture de /Methanospirilium hungateret Desulfovibrio aesulfuricans
souche ESSEX avec méthane comme donneur d'électrons et nitrate comme
accepteur gelectrons.

Méthane [mM]Z7 Ammonium [mM] apres incubation ge

Essai Oh 2h 7h 130 h

1 0.8 747 0.6 0.7749 0.7

2 5.4 48 40 4.0/49
3 103 9.7 9.2 8.6/4.8
4 17.5147 14.3 13.1/748 11.8/48

La culture a été précultivée sur 20 mM lactate sans nitrate. Aprés que la D.0. ait atteint une
valeur stable (9 jours), 10 mM nitrate et méthane ont été rajoutés.

ligne 1 = Temoins sans méthane
ligne 2 = addition de méthane biologique provenant d'une cuiture de /7 fungster
ligne 3,4 = addition de méthane pur
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5 Corrosion bactérienne du fer

5.1 Role des bactéries sulfato-réductrices dans la corrosion

anaérobie du fer

Le transfert, sous forme d'hydrogéne, des équivalents réducteurs, que nous
avons évoqué jusqu'a maintenant, est souhaitable car il permet la
dégradation anaérobie de la biomasse morte et joue un rdle écologique
important dans 1a production de biogaz et-le processus de digestion. Seion
la théorie de von Wolzogen Kihr et van der Viught (1934), le fer
¢lémentaire est également une source potentielle d'Hs pour les BSR
hydrogénophiles. Ce type de transfert d'Ho, a I'inverse du précedent, est
peu souhaitable économiquement car il conduit a 1'oxydation (corrosion)} du
fer. L'article 7 présente le rdle économique joué par les BSR dans la
production de pétrole avec une mention particuliére concernant leur
activité dans les processus de corrosion anaérobie. L'article 8 montre
indirectement que ce transfert d'hydrogene, qui intervient au cours de

I'oxydation du fer, aboutit a la réduction bactérienne du sulfate.
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Sulfate-Reducing Bacteria and
Their Activities in Oil Production

R. Cord-Ruwisch,” U. of Konstanz
W. Kleinitz, Preussag AG, Erdél and Erdgas
F. Widdel,* * U. of Konstanz

Summary. This paper presents an overview of the microbiology of sulfate-reducing bacteria (SRB) and their
detrimental effects in oil technology and summarizes a study on SRB in an oil field.

SRB are a group of specialized microorganisms that occur in aqueous environments in the absence of oxygen.
The main nutrients for SRB are simple organic acids and molecular hydrogen (H») from decomposing natural
organic matter. The nutrients are oxidized, with suifate being reduced to suifide (hydrogen sulfide, H,S). The
formed H,S is the principal agent in the disastrous effects caused by SRB. It contaminates gas and stored oil,
precipitates ferrous suifide that plugs injection wells, and promotes corrosion of iron and steel in the absence of
oxygen (anaerobic corrosion). Another principal mechanism by which SRB are involved in corrosion is their
ability to depolarize iron surfaces by consumption of cathodically formed hydrogen. The postulated mechanisms
in anaerobic corrosion are briefly explained. As an example for a microbiological study of SRB in oil technolo-
gy, examination of an oil treater in a field in northern Germany is presented. On the basis of measured growth
characteristics of the SRB. possibilities for controlling their activity are discussed.

Introduction

Biological sulfate reduction by SRB is the only known
process by which, in aquatic environments of moderate
temperatures (0 to 75°C (32 to 167°F]), H,S is formed
from sulfate. In sediments of ponds. lakes, and marine
environments, SRB are usually part of the indigenous
community of microorganisms and are rather inconspic-
uous in nonpolluted waters. In oilfield water systems.
however, SRB cause serious problems: (1) corrosion of
iron in the absence of air (anaerobic corrosion). (2)
precipitation of amorphous ferrous sulfide that, by plug-
ging. diminishes the injectivity of water injection wells,
{3) contamination of fuel gas with H,S, and (4) contami-
nation of stored fuel oil with H,S. Furthermore, H,S is
extremely toxic if inhaled; it easily escapes from contami-
nated waters and may accumulate under poorly ventilat-
ed conditions. It 1s usually recognized by its distinctive,
unpleasant odor. but high concentrations anesthetize the
sense of smell.

The objective of this paper is 1o present an overview
of the biological features of SRB and of their acuvities
in oil technology with emphasis on anaerobic corrosion.
We also include results from our studies on SRB in an
oil field in northern Germany.

Microbiology of SRB

SRB are an assemblage of specialized bacteria that thrive
in the absence of oxygen and obtain energy for growth
by oxidation of organic nutrients, with sulfate being re-
duced to H»S. !* The biological significance of this form
of life is best understood within the overall natural decom-
position process carried out by living organisms.

“Now at the U. e Provence
T*Now at the U. of iihnois
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Processes in Biological Decomposition. The natural
decomposition of organic material in our biosphere
through a food chain of oxygen-breathing (respiring)
organisms—namely, animals, fungi. and bacteria—is a
well-known process. Biochemically. respiration is a trans-
port of reducing power (hydrogen, “*electrons’") from the
organic nutrients (organic substrates, electron donors)
being oxidized to oxygen (electron acceptor) being re-
duced (Fig. la). Respiration liberates the energy that has
been originally conserved in the organic matter during
photosynthesis by green plants and cyanobacteria (blue-
green algae). In the oxygen-breathing organisms, the
liberated energy is used for maintenance of their [iving
structures and for growth—i.e., a net synthesis of their
own cell material from the nutrients. Thus every organic
substrate of a respiring organism is partly decomposed
for obtaining energy and parily converted into new cell
material. These functionally distinctive reactions in Jiv-
ing organisms are designated catabolism or dissimilation
(energy metabolism) and anabolism or assimilation (cell
synthesis), respectively. An amount of biomass tnitially
synthesized by photosvnthesis is diminished more and
more by passing through the food chain because of respira-
tory losses. The final result is a reoxidation {mineraliza-
tion) of the chemically compiex biomass to CO,. H-O.
and other minerals (Fig. la). These inorganic end prod-
ucts are used by green plants and cyanobacteria for pho-
tosynthesis of new organic substances (the natural cycle
of matter).

The total reoxidation of biomass is possible only if the
conditions are aerobic—i.e.. if sufficient oxygen is pres-
ent. If biomass gets into stagnant or rather closed water
systems where the gas exchange with the atmosphere is
limited. dissolved oxygen may be completely consumed.
Despite the absence of oxygen in such waters, the organ-
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Fig. 2—Poassible reactions in anaerobic cellulose decom-
position.

ic matter undergoes further biological decomposition by
a complex population of so-called fermentative bacteria.
The conditions in the absence of oxygen and the bacteria
living under these conditions are generally designated as
anaerobic. Most fermentative bacteria are even obligate-
ly anaerobic and become inactive in air. Because no ex-
ternal electron acceptor (oxidant), such as oxygen, is used
by fermentative bacteria, the overall oxidation state of the
degraded matter cannot change. The degradation reactions
by which most fermentative bacteria gain energy are dis-
proportionations of the organic matter; a part of this is
converted to CO,; another part is necessarily converted
to reduced products, such as fatty acids, H,, and alco-
hols (Fig. 1b). In many natural anaerobic environments,
the quantitatively most important fermentation products
formed with CO, are H,, acetate, propionate, and
butyrate. 3
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Fig. 3—Product formation during anaerobic xanthan (0.5
g/L) decomposition.

If sulfate is present under anaerobic conditions, the fer-
mentation products are used further by SRB (Fig. 1b).
Because these bacteria use an inorganic oxidized
compound—sulfate—as electron acceptor in their energy
metabolism, a net oxidation of the organic substrates is
effected without free oxygen; the reducing power from
the decomposed organic matter appears as H,S. SRB are
obligate anaerobes and become inactive in air, like most
fermentative bacteria. With respect to the organic com-
pounds used, SRB are more restricted than fermentative
bacteria. Several fermentative bacteria decompose chem-
ically complex compounds, e.g., such polymers as cel-
lulose or proteins. SRB were never observed to use a
polymer directly. Typical nutrients for SRB are simple
compounds of low molecular weight, such as the indicat-
ed fermentation products. Therefore, SRB in nature de-
pend on fermentative bacteria that cleave and ferment the
complex organic matter (cellulose, starch, and other bi-
opolymers) to low-molecular-weight compounds
(Fig. 1b).

Fig. 2 is an example for detailed bacterial processes
by which cellulose may be degraded completely under
anaerobic conditions. Through fermentative bacteria and
SRB (Desulfovibrio or Desulfobacter), each molecular cel-
lulose unit (glucose) enables the production of three
molecules of H, S; thus 1,000 g cellulose would yield 630
g H, S, provided sulfate is not limiting. If sulfate is limit-
ing or absent under anaerobic conditions, the fermenta-
tion products are used by methane-forming bacteria that
cooperate with some other, special anaerobic bacteria, and
the degradable biomass is finally converted to methane
(CH4 or ‘“‘biogas’’) and CO,.*

An anaerobic degradation experiment with a biotech-
nologically produced polymer, xanthan, is shown in Fig.
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! micrograph. bar=10 pm).

Fig. 4—Desulfovibrio vulgaris (viable cells, phase-contrast

i Fig. 5—A Desulfobacter species (viable cells at different
| magnitications, phase-contrast micrographs. bar = 10 um).

3. Deaerated seawater (containing 2.7 2 SO, -~ /L) with
0.50 g xanthan (dry weight)-L wu~ inoculated with some
marine sediment as a source of anzerobic bacteria. By con-
secutive transfer into new oxvgen-tree seawater with the
polvmer, a xanthan-degrading mixed culture of fermen-
tative bacteria and SRB was selected. The concentration
of formaldehvde (0.05%) present as a biocide in the used
xanthan was insufficient to inhibit these bacteria. After
mnoculation. fermentation of xanthan to acetate and propi-
onate started first. Somewhat later. these products were
used by SRB that formed HyS. The viscosity caused by
xanthan disappeared. In controls without xanthan. neither
fatty acids nor H,S was formed.

Apart from the sulfate reduction by SRB. the normal
decay of biomass vields H- S by liberation from proteins
{desulfuration). The content of bound sulfur in living and
dead organisms. however. s only about 1 % (weight per
dry weighty. Theretore. decomposition of 1.000 ¢ (dry
weight) biomass in the absence of sulfate would vield not
more than about 10 ¢ H-S from the protemns.

Thermodynamically. fermentation or sulfate reduction
vields less energy than respiration with oxygen. This can
be demonstrated. e.g.. with acetate as electron donor, by
calculation of the free-energy change (MG =A4G” at pH
7y that is a measure of the available energy.

Sulfate reduction:

CH;COO ™~ +SO, -~ +3H "

—~2C0O, +H-S+2H-0:

AG®' = —41 KJ/mol acetate.

Journal of Petroleum Technology. Januarv 1987

Respiration:
CH-:COO ™ +205+H™ =2C0O- ~2H-0O: ... (D
AG® = —837 kJ/mol acetate.

The different frec-energy changes are approximately
reflected by the cell mass synthesized per amount of a
utilized substrate. Aerobic bacteria can convert 50% or
more of the total substrate to cell material because they
obtain much energy trom respiration (Eq. 2). Fermenta-
tive bacteria or SRB convert only about 10% of the total
substrate to cell material: the bulk of the substrate has
10 be decomposed for providing energy (in SRB. e.g..
according to Eq. 1), In short. anaerobic bacteria. includ-
ing SRB. make themselves conspicuous by the degrada-
tion products rather than by formed cell mass.

A consequence of the relauvely jow free-encray change
of anaerobic reactions is that fermentation praducts and
H-S still carry a significant part of the energy that was
conserved in the original biomass. [t the bactenal prog-
ucts from the anaerobic environment contact air, they are
energeticallv exploited by specialized aerobic bacteria.
Among these. the H-S-oxidizing bacteria. mainly Thio-
bacillus species. are ecologically and cconomically 1m-
portant.> They reoxidize H-S 1o sulfate. and the
environment may become acidic.

Sulfide oxidation:

H-S+20-~S0,2" +2H

AG® = -796 KJ/mol sulfide.
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TABLE 1—CHARACTERISTICS OF REPRESENTATIVE SRB
Approximate e
Optimum Temperature Compounds Oxidized
for Growth . Fatty
Cell Form (°C) H, Acetate Acids Lactate Others
Incomplete oxidation
Desulfovibrio
desulfuricans Curved 30 + - - + Ethanol
vulgaris Curved 30 + - - + Ethanol
gigas Curved 30 + - - + Ethanol
salexigens Curved 30 + - - + Ethanol
sapovorans Curved 30 - - C, through C +
thermophilus Rod-shaped 70 + - - +
Desuifotomaculum
orientis Rod-shaped 30to 35 + - - + Methianol
ruminis Rod-shaped 37 + - - +
nigrificans Rod-shaped 55 + - - +
Desulfobulbus
propionicus Oval 3010 38 + - C, + Ethanol
Complete oxidation
Desuilfobacter
postgatei Oval 30 - + - -
Desuifovibrio
baarsii Curved 30 to 38 - (+) C, through C 4 -
Desuifotomaculum
acetoxidans Rod-shaped 35 - + C,. Cq - Ethanol
Desulfococcus
multivorans Spherical 35 - (+) C, through C,, + Ethanol, benzoate
niacini Spherical 30 + (+) C, through C,, - Ethanol, nicotinate,
- glutarate
Desulfosarcina
variabilis Cell packets 30 + (+) C5throughC,, + Ethanol, benzoate
Desuifobacterium
phenolicum ~ Oval 30 - (+) C. - Phenol, p-cresol,
benzoate, glutarate
Desuitonema
limicola Filamentous 30 + (+) C;through C,, + Succinate
Symbols: + =ulilized; (+) = slowly utilized; - = not utilized. -

Types of SRB and Their Substrates. SRB are not
homogeneous. !> Properties of representatives that have
been studied in detail are listed in Table 1. It is very like-
ly that many more types of SRB occur in nature.

The cell forms of SRB most commonly found by light
microscopy are curved and oval to rod-shaped; their di-
ameters usually range from 0.5 to 2 um, their lengths from
| to 5 um. Many SRB are actively motile by flagella.
Other forms are spheres and long multicellular filaments.
Several types of SRB tend to grow in clumps or cell ag-
gregates and stick to surfaces.

Nutritionally, SRB may be divided into two major
groups. Species of the first group carry out an incomplete
oxidation of organic substrates with acetate as an end prod-
uct. Species of the second group oxidize organic sub-
strates, including acetate, completely to CO,.

Most incompletely oxidizing SRB may grow rather fast
under optimum conditions and reach doubling times of
about 3 hours. The best-studied representatives are Desul-
Sovibrio species (Fig. 4) that can be easily isolated from
nearly every aquatic sediment.! For most, lactate is an
excellent substrate that is oxidized to acetate and CO,.
Many Desulfovibrio species also grow well with H» as
electron donor; the equation is obvious from Fig. 2.6 If
Desulfovibrio species grow with H, and sulfate as ener-
gy source, they require acetate and CO, as carbon
sources for cell synthesis.® Desulfovibrio sapovorans and
some similar, as yet unnamed SRB oxidize long-chain fat-
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ty acids to acetate.” Desulfobulbus species oxidize propi-
onate to acetate. Most of the known spore-forming
Desulfotromaculum species resemble nutritiomally the com-
monly found Desulfovibrio species.

The completely oxidizing SRB grow relatively slowly,
with optimum doubling times seldom shorter than 15
hours. The nutritionally specialized Desulfobacter species
(Fig. 5) prefer acetate as substrate (Eq. 1), the quantita-
tively most important organic fermentation product;
higher fatty acids are not used. Other completely oxidiz-
ing SRB (e.g., Desulfococcus species and Desulfosarci-
na variabilis) are nutritionally more versatile: they may
oxidize propionate, higher fatty acids, dicarboxylic acids,
lactate, alcohols, and even aromatic organic acids. Some
of the completely oxidizing SRB can use H; as electron
donor and synthesize cell material from CO-, as the sole
carbon source.

In nature, the completely oxidizing SRB, especially
Desulfobacter species, may cooperate with incompletely
oxidizing types by using the acetate excreted by the latter.

SRB Distribution in Nature and Their Growth Con-
ditions. Development of SRB in nature can be expected
whenever decomposable organic matter gets into sulfate-
containing waters where O, is limited. Typical habitats
are aquatic sediments where settled organic particles ac-
cumulate. Significant activities of SRB are measured in
salt-marsh or marine sediments because of the high sul-
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TABLE 2—PROPOSED REACTIONS iN IRON DEPOLARIZATION BY SRB

Anodic reaction
Water dissociation
Cathodic reaction
Hydrogen oxidation
Precipitation

Total reaction

4Fe—4Fe?* +8e -

8H,0-+8H* +80H -

8H* +8e” —B8H—4H,

SO, % +4H,~H,S+2H,0+20H "
Fe?* +H,S—FeS+2H"

4 Fe+S0,2" +4H,0—~FeS+3Fe(OH), + 20H ~

fate concentration of seawater (28 mmol=2.7 g
SO4*7 /L)% H,S production is often visible by black-
ening of the sediment, which 1s a result of the formation
of ferrous sulfide (FeS) from iron minerals.

Despite the inhibitory effect of oxygen on SRB. these
bacteria are sometimes active in aerobic aquatic sedi-
ments. where SRB thrive in anaerobic microniches. For-
mation and maintenance of such microniches is explained
by two factors. First. the respiration of aerobic bacteria
scavenges oxygen and favors growth conditions for SRB.
Second. H,S produced by SRB is a reductant that reacts
with oxygen at normal temperature: thus, if once estab-
lished, colonies of SRB can protect themselves against
oxygen.® If organic matter increases, the anaerobic
microniches can soon expand in a self-stimulating process.

In a homogeneously aerated environment. SRB become
inactive. Nevertheless, they can survive many hours or
days in aerated water. >-'% If under anaerobic conditions
again, such SRB recover their activity. SRB of the genus
Desulfotomaculum form spores like the anaerobic fermen-
tative Clostridium species. The spores are resistant not
only to oxygen but also to heat (80°C [176°F]) or desic-
cation and are therefore present even in dry soils. The
spores germinate under favorable growth conditions.

SRB prefer neutral pH for growth. In the laboratory.
activity is observed within a pH range of about 5.5 to 8.5.
Nevertheless, SRB have been observed in more acidic
waters. ! In environments with an unfavorable pH. SRB
probably occur in microniches of more neutral conditions.
The metabolic products of SRB represent buffers—
namely, the HS 7 /H,S and the HCO, 7 /CO- systems—
that may protect against extreme pH values.

The optimum temperature for most known SRB is about
2010 40°C [68 to 104°F). In natural aquatic sediments,
low acuvities of sulfate reduction can still be measured
close to 0°C [32°F]. Relatively few types of SRB have
been described so far that prefer high temperatures (ther-
mophilic SRB). Desulforomaculum nigrificans may grow
at temperatures up to 65 to 70°C {149 to 158°F], Desu!l-
fovibrio thermophilus and the similar Thermodesulfobac-
terium commune up to 80 to 85°C [176 to 185°F)." High
pressures may increase or diminish the temperature toler-
ance of SRB.'*:!3

SRB show various reactions with respect to salt con-
centrations. '>-'2 Freshwater species may be inhibited by
more than 20 to 30 g NaCl/L. In contrast. many marine
species are moderately halophilic: i.e., they do not de-
velop in freshwater environments but require 10to 30 g
NaCl/L, and sometimes magnesium salts for optimum
growth.? Halotolerant SRB grow in both freshwater and
seawater environments. Activity of most SRB declines
drastically if the NaCl concentration exceeds 50 to 100
g/L."12 In natural saline habitats (salt lakes and brines),
activity of SRB is sometimes found near salt saturation. '*
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However, there are no reports on extremely halophilic
SRB that really require such high salt concentrations for
optimum growth. Apparently. a few SRB can tolerate
rather high salt concentrations and live, though with
diminished activity, near salt saturation far beyond the
optimum.

Economic Activities of SRB

Considering the growth conditions of SRB. it is not sur-
prising that these bacteria may find a suitable environ-
ment in oilfield water systems if degradable organic
compounds and sulfate are present. Of course, activity
can oe expected only 1f the temperature is not significantly
higher than 80°C [176°F] and if the water 1s not 100 acid-
ic. The manifold problems caused by SRB have been re-
viewed in Ref. 1.

Principles of Metal Corrosion by SRB. Several mech-
anisms have been proposed by which different microor-
ganisms corrode metals, and the subject has been reviewed
in detail. "-"*'7 Two major biologically mediated proc-
esses by which metals corrode may be visualized. First.
microorganisms may favor or initiate anodic, oxidative
processes on a metal surface by direct contact. Second.
excreted metabolic products may be chemically aggres-
sive and may dissolve the metal. Both types of processes
play a role in corrosion by SRB.

A principal mechanism by which SRB corrode iron is
proposed by the cathodic depolarization theory first postu-
lated in 1934 by von Wolzogen Kihr and van der
Viugt. '8 The detailed reactions are listed in Table 2. Me-
1al becomes polarized in water by loss of positive metal
ions (anodic reaction). The electrons left in the metal
reduce protons from dissociation of water to atomic hydro-
gen {cathodic reaction). Atomic or molecular hydrogen
remains on the metal surface where a dynamic equilibri-
um is established. SRB are supposed to remove H- per-
manently from the metal surface by oxidation with sulfate
as electron acceptor (cathodic depolarization). The result
is a net oxidation of the metal. Some of the metal ions
react with sulfide to form FeS; others form ferrous
hydroxide.

All species of SRB that are able to use Ha (Table 1)
are potentially corrosive by acting as depolarizers. Desul-
fovibrio vulgaris and SRB 1n marine environments were
shown to have a high affinity to H;. which can be re-
moved down to an extremely low concentration, around
10 7% mol/L. '%--0 The uptake of H, by the cells of the
SRB is always mediated by the enzyme hydrogenase.

The ability of SRB to use hydrogen from steel surfaces
has been demonstrated experimentally. By application of
an electromotive force to a steel and a platinum electrode
in a mineral solution. Hardy?' demonstrated an increase
of the current density and a production of sulfide from
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Fig. 6—Proposed main reactions in anaerobic corrosion.

sulfate when cells of hydrogenase-positive SRB (i.e., SRB
able to utilize hydrogen) were added. In corrosion experi-
ments in our own laboratory, we incubated steel wool in
media of different types of SRB.2? The quantification of
formed sulfide revealed that in the presence of
hydrogenase-positive Desulfovibrio species, the steel wool
provided H» for sulfate reduction, indicating that corro-
sion occurred. In the 2-week short-term experiments,
however, the utilization of hydrogen from the steel sur-
face was observed only when organic compounds (e.g.,
lactate) were also present as additional substrates for sul-
fate reduction. In cultures of the hydrogenase-negative
Desulfovibrio sapovorans (Table 1), the steel wool was
not corroded. These results not only confirm the cathod-
ic depolarization theory, but also demonstrate the signif-
icance -of organic substrates for SRB in anaerobic
corrosion. The stimulation of the corrosion by the addi-
tional organic substrates may be explained by two proba-
bly cumulative effects. First, the organic substrates
stimulate the activity of the SRB and. as a consequence,
also their hydrogen uptake. Second, as Postgate' men-

et = g | o

Fig. 7—Pits in anaerobically corroded iron (scanning elec-
tron micrograph, bar=100 pm).

tioned, the additionally formed sulfide reacts with the re-
maining ferrous ions or hydroxide from the anodic process
(Table 2) and leads to FeS§ as the entire corrosion prod-
uct. Thermodynamically, FeS precipitation is an effec-
tive removal of ferrous iron from the anodic reaction and
therefore should promote the oxidative destruction of the
metal. Because the additional sulfide may be formed not
only by the hydrogenase-positive, depolarizing SRB but
also by hydrogenase-negative SRB, the latter are expect-
ed to contribute to corrosion.

The detailed mechanisms with their spatial separations
in anaerobic corrosion are not yet fully understood. A
depolarization reaction occurring merely on the iron sur-
face was regarded as insufficient to account for the strik-
ing corrosion phenomena under anaerobic conditions.
Instead, the precipitated FeS was assumed to be the main
site of depolarization by acting as a cathode, like a noble
metal in contact with iron. 23 Hence, the SRB remove the
cathodically formed H, from the FeS attached to the me-
tal. This view and our laboratory observations led to the
corrosion model proposed in Fig. 6.

- G o -
Fig. 8—Anaerobically corroded iron surface (scanning
electron micrograph, bar=10 um).
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In a quite different corrosion theory, the depolariza-
tion resulting from H. removal by SRB was ques-
tioned. ** Instead. the depolarization was ascribed to the
cathodic activity of H» S itself, which receives electrons
from the metal and yields H,. According to this assump-
tion, SRB act only indirectly on iron by their reactive end
product, sulfide. Other studies on anaerobic corrosion fur-
nished evidence for the involvement ofaphosphorus com-
pound as an additional reactive agent. -

A corrosion mechanism with indirect involvement of
SRB may also occur in environments with intermittent
anaerobic/aerobic conditions. Produced sulfide reacts with
O~ and yields elemental sulfur. which, with excess sul-
fide (especially at pH > 7), forms polysulfides. Both sul-
fur and polysulfides are highly corrosive.*®

The different corrosion mechanisms proposed indicate
the complexity of the whole process. On the basis of our
observations, we prefer the explanation by the classic
depolarization mechanism and the reaction of sulfide with
ferrous ion as the two fundamental chemical processes
in anaerobic corrosion. Nevertheless, other reactions may
contribute to different extents 1o the destruction of iron,
depending on the environmental conditions. Actually. the
corrosion process usually takes place in a chemically and
physically very inhomogeneous microenvironment. As
Hamilton'? explained, SRB and many other types of bac-
leria often occur in a polymeric laver (biofilm) that forms
on the metal surface. Within such lavers, various gradients
of substrates, products, or even O- from the air are es-
tablished. The inhomogeneity of the corrosive environ-
ment is also indicated by the pitting, rather than an even
corrosion, of the iron or steel. The anodic destruction
tends to continue in the same area where the process has
started. The establishment of the corroding areas may be
initiated by irregularities in the metal surface structure
and by special sites in the aqueous surroundings that favor
an anodic process. Fig. 7 shows a distinctively marked
hole in steel that has been incubated for 10 months in a
Desulfovibrio culture. The higher magnification (Fig. 8)
exhibits a fissured structure of the corroded area.
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Refs. 1 and |4 summarize the possibilities for control-
ling anaerobic corrosion. If practical, use of inert, non-
corrosive material appears to be the best solution. Cathod-
ic protection of iron by sacrificial anodes or application
of an electromotive force, first used for inhibiting nonbi-
ological corrosion. has also been successful against cor-
rosion by SRB.!'® Although it protects the iron. this
method does not inhibit SRB activity. On the contrary.
the increased negative potential imposed on the iron pro-
vides further H, as electron donor for SRB. Generally,
soil and water that are poor in biologically degradable or-
ganic matter are expected to be less corrosive than
organic-rich surroundings of the metal.

Examination of SRB from an Oil Field in Northern
Germany. The details of a microbiological study on SRB
in an oil field in northern Germany near Hamburg have
been reported elsewhere.>’ In this oil field. an increase
of H,S was observed during several years of operation.
Serious corrosion effects have not been observed so far;
however, formation of H, S in the water led 1o plugging
of the injection wells by FeS flocs. The whole flow dia-
gram is shown in Fig. 9. Analyses of samples 1aken from
the agqueous phase at different points revealed that the
crude oil processing unit (treater) was the main source
of sulfide. The operating temperature of the treater meas-
ured in the oil phase was 60 to 70°C {140 to 158°F]. The
temperature in the water phase was between 30 and 45°C
[86 and 113°F]. depending on the crude oil throughput
and on the distance from the inlet.

Water samples for studying SRB were taken near the
bottom of the treater. The samples contained a sediment
consisting of FeS, other precipitates, and oil particals.
Microscopic examination revealed the presence of main-
ly oval bacterial cells, most of which were attached to
the particles. *

For counting cells of different SRB in the treater, a fresh
sample with flocs was homogenized under an atmosphere
of N, and diluted stepwise in test tubes with anaerobic
agar media containing bicarbonate buffer. mineral saits,
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TABLE 3—COUNTING AND DETERMINATION OF SRB FROM AN OIL TREATER
Substrates Oxidized
Substrate Cells :
for of SRB Cell . Butyrate,
Counting per mL  Morphology H, Acetate Caproate Lactate Ethanol Benzoate Type of SRB
Acstate 6.3x 108 Oval - + - - (+) - Dasulfobacter
species
Butyrate Oval or Similar to
+ caproate 270 curved - - + - - - Desutfovibrio
sapovorans
Lactate 1.4x10% Curved + - - + + - Desutfovibrio
species
Benzoate 1.1%10% Rod-shaped (+) (+) (+) (+) (+) + Unknown
Symbols: + = ytilized; ( +) = slowly utilized; — = not utilized.

trace elements, vitamins, sulfate, and an organic substrate;
the organic substrates were acetate, lactate, benzoate, or
a fatty acid mixture of butyrate and caproate.? After 2
to 4 weeks of incubation at 30°C [86°F], the SRB in the
solidified agar had grown into colonies that were count-
ed; for further studies and identification, the SRB colo-
nies were isolated in pure culture in liquid media. The
results are shown in Table 3. Acetate-oxidizing SRB of
the Desulfobacter type were dominant, followed by yet
unknown benzoate-utilizing rod-shaped SRB and lactate-
utilizing Desulfovibrio species. SRB oxidizing butyrate
and higher fatty acids occurred at relatively low numbers.
Fig. 5 shows Desulfobacter cells, many of which are stick-
ing to each other or to FeS particles added to the growth
medium.

The pure cultures of SRB obtained at a temperature of
30°C [86°F] exhibited optimum growth at 30 to 36°C
[86 to 97°F]; at temperatures higher than 44°C [111°F],
these SRB died. If, however, the initial incubation tem-
perature was elevated to 45°C [113°F], additional types
of SRB developed and were isolated with H,, acetate,
or lactate; these SRB were active at 40 to 50°C [104 to
122°F]. One H,-utilizing strain was thermophilic and
grew between 45 and 65°C [113 and 149°F].

Growth of SRB isolated from the treater water was test-
ed at different salt concentrations. Although the salt con-
centration of the treater water was about 100 g/L (mainly
NaCl), the pure cultures of the SRB exhibited optimum
growth with 10 to 50 g NaCl/L. With one exception, the
obtained SRB were retarded at higher NaCl concentra-
tions and inhibited above 150 g NaCl/L.The only excep-
tion was a rather slowly growing, rod-shaped type of SRB
with an optimum temperature of 45 to 52°C [113 to
126°F]. This type was not retarded by NaCl concentra-
tions up to 200 g/L and still developed slowly with 270
g/L. Lactate, fatty acids, and ethanol were used, but
not H,.

Examination of the treater shows that oilfield waters
may harbor various types of SRB. We can conclude from
the determined numbers of SRB cells and their nutrition-
al capacities (Table 3) that acetate and benzoate were
nutrients of potential significance in the treater. The source
of these compounds is still unknown. One possibility is
that acetate and benzoate are compounds of the crude oil
and are enriched in the polar organic precipitates (asphaltic
and resin-like crude oil components); these accumulated
especially in the treater at the oil/water interface and on
the bottom. QOilfield chemicals could not have contribut-
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ed significantly to degradable substances; only 50 ppm
of a nonionic surfactant was applied as an oil-soluble
demulsifier to favor the separation of oil/water emulsion.

The acetate-oxidizing SRB that were dominant in the
oil treater did not grow with lactate. Therefore, the count-
ing techniques with lactate, that are routinely applied in
oil fields may significantly underestimate the real num-
ber of SRB. Further underestimation of cell numbers re-
sults from the tendency of many SRB to grow in dense
clumps and to attach to particles and other surfaces (Figs.
4 and 5).

Experiments with different salt concentrations showed
that no extremely halophilic SRB existed in the oil field.
The detected types of SRB preferred moderate salt con-
centrations. In the water of the examined oil field, these
SRB have to grow beyond their salt optimum at relative-
ly high salt concentrations that apparently diminish the
activity.

Some General Comments on SRB Control
in Qilfield Waters

It appears unlikely that ancient SRB in the oil-bearing stra-
ta have endured geological periods. We must therefore
assume that SRB are imported with surface waters or
ground waters. The gradual increase of sulfide produc-
tion after the beginning of operations in oil fields may
reflect the multiplication and spreading of the SRB.

Sterile operation in oil fields to avoid contamination
(“‘infection’’) with SRB is nearly impossible. Several bi-
ocides are known to inhibit SRB.'-!3 Application of bi-
ocides in large waterflooding projects presents problems
because of the costs. Also. the environmental problems
have to be considered. Inhibitory concentrations of bio-
cides determined in laboratory studies may be insufficient
in the field where strains other than those detected in the
laboratory are present and where several SRB occur in
protected niches. It is also possible, however, that high
pressures or temperatures in oil wells increase the effec-
tiveness of biocides. !> Biocides may also become
inactive—e.g., by adsorption to minerals or by reaction
of aldehyde groups with sulfide.

The possibilities for controlling SRB in other ways than
by application of biocides must not be forgotten. A more
causative limitation of sulfate reduction in oil fields is the
control of the biological factors that govern SRB. Such
factors are the availability of organic electron donors and
sulfate or the salt concentrations.
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Some substrates for SRB might be organic low-
molecular-weight compounds from the oil (e.g., acids)
that diffuse from the precipitated polar fraction into the
water phase. Removal of precipitates that harbor SRB in
their interstitial water would help diminish H, S produc-
tion. Reports on a utilization by SRB of saturated
hydrocarbons, the main oil constituents, are controver-
sial. ! No recent microbiological studies clearly demon-
strate a degradation of saturated hydrocarbons under
exclusively anaerobic conditions. Under intermittent aer-
obic/anaerobic conditions, the possibility exists that aer-
obic hyvdrocarbon-oxidizing bacteria release some
intermediates (such as fatty acids) that can be oxidized
by SRB.?® Such conditions are likely in fields where
oil/water emulsions are not protected against air. How-
ever, further investigation is necessary to estimate the
significance of an aerobic. incomplete hvdrocarbon oxi-
dation.

Sulfate reduction in oilfield waters may also be caused
by added chemicals. Every type of biologically decom-
posable organic matter in anaerobic waters is a potential
source of substrates for reduction of sulfate to H,S. A
commonly used solvent for oilfield chemicals is methanol.
It is true that the majority of known SRB do not use
methanol directly (Table 1): however, methanol plus
CO, can be converted to acetate by specialized
anaerobes®?; acetate is a substrate for many SRB. Fur-
ther examples of degradable substances applied in oil
fields are citric acid used as a complexing agent and xan-
than applied in EOR projects. Citric acid and xanthan are
not used directly by SRB but are easily fermented to suita-
ble substrates for sulfate reduction. Even chemically svn-
thesized substances have to be considered as precursors
for sulfate reduction. Polyethyleneglycol, the hydrophil-
ic part in molecules of nonionic tensides (surfactants), was
shown to be fermented by anaerobic bacteria to acetate
plus ethanol 3% both products are excellent substrates for
SRB. Control of SRB would require keeping the addition
of degradable organic substances as minute as possible.

A natural limitation of the activity of SRB is given if
the primary oilfleld waters contain high NaCl concentra-
tions or are poor in sulfate. If possible, such waters should
not be mixed with less-saline waters or with sulfate-rich
waters, respectively.,

Conclusions

To control bacterial sulfate reduction in the aforemen-
tioned oil field near Hamburg, the following measures
were taken and observed by chemical analyses of the water
quality and by counting of SRB.

1. Removal of precipitates from oil tanks and avoidance
of a re-entrance of precipitates during recycling of the
separated oil.-

2. Limitation of added chemicals to an oil-soluble
demulgator and corrosion inhibitor; no application of bi-
ocides.

3. Removal of particles from the injection water by a
flotation unit.

4. Lowering of the pH to nearly 5.0 by addition of
hydrochloric acid. which also favored oil/water separa-
tion and diminished FeS precipitation.

5. Avoidance as far as possibie of a dilution of the high
salt concentrations that diminish SRB growth; recycling
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of all separated water and limitation of added fresh water
to the oil replacement volume.

In the examined oil field, these measures improved the
water quality significantly. Since the beginning of the
measures 3 years ago. no plugging by precipitated FeS
or other problems resulting from SRB have been ob-
served.
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Summary. In anaerobic corrosion experiments,
hydrogenase-positive Desulfovibrio strains, grown
with limiting lactate concentrations in the pres-
ence of steel wool, formed more sulphide than ex-
pected or observed with lactate alone. The addi-
tional suiphide obviously originated from sul-
phate reduction with cathodically formed hy-
drogen from the steel surface. The hydrogenase-
negative D. sapovorans did not produce addi-
tional sulphide. The observations agree with the
theory of von Wolzogen Kihr and van der Viugt
(1934) that explains anaerobic corrosion as a ca-
thodic depolarization of iron surfaces by hydro-
gen-consuming sulphate-reducing bacteria. The
influence of the iron surface area, the salt concen-
tration and the pH-value on the utilization of ca-
thodically formed hvdrogen was investigated. The
significance of an additional organic electron do-
nor for the corrosion of iron in agueous environ-
ments is discussed.

Introduction

The anaerobic corrosion of iron is of great eco-
nomic importance (Postgate 1984). It diminishes
drastically the life time of steel and iron material
{e.g.: offshore oil-pipes, sewage pipes, oiltanks) in
aqueous, oxygen-free, reduced environments
{e.g.: marine sediments, interior of sewage pipes,
flooded soils (gley)). The rapidity of metal decay
is mostly due to locallv corroded areas (pitting
corrosion).

When iron 1s immersed in water, it releases
Fe™ 7-cations, whereas the metal surface becomes
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negatively charged by the remaining electrons
(Table 1, Eq. 1). The dissolving process continues
only if the electrons are removed, e.g. by an oxid-
izing agent. Under aerobic conditions oxygen
serves as electron acceptor. The result is rust-for-
mation.

In the absence of oxygen, the electrons left on
the metal-surface reduce protons, from the disso-
ciation of water, to hydrogen (Eg. 2, 3) which re-
mains on the iron surface and protects the iron
from further dissolving. A dynamic equilibrium is
established which keeps the iron polarized. The
classical theory of von Wolzogen Kihr and van
der Viugt (1934) suggests that the principal mech-
anism of anaerobic corrosion is a cathodic depo-
larization of the iron surface by hydrogen-con-
suming sulphate-reducing bacterta (SRB). The
proposed reactions are listed in Table 1. SRB are
supposed to disturb the equilibrium by oxidation
of the cathodically formed elemental (or atomic)
hydrogen (briefly termed *cathodic hydrogen’).
with sulphate as electron acceptor (cathodic de-
polarisation). The result is a net oxidation of the
metal.

In an amended corrosion theory it was sug-
gested that solid ferrous sulphide in contact with
iron acts as a cathode, like a noble metal, and fa-
cilitates the depolarization (Booth et al. 1968).
Other authors proposed that reduced phosphor-
ous compounds, too, are involved in the anae-
robic corrosion process (Iverson and Olson
1984).

Anaerobic corrosion was usually measured as
weight-loss of iron specimens (Booth and Worm-
well 1961; Booth et al. 1966, 1967, 1968; Bell and
Chor Kiang Lim 1981: King et al. 1973) or indi-
rectly by changes in current/potential curves (po-
larization curves: Booth et al. 1968; Hardy 1983).
Hardy (1983) supported the depolarization-theory
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by demonstrating that concentrated cell suspen-
sions of SRB reduced labelled sulfate in the pres-
ence of an iron-working electrode as sole hy-
drogen donor.

If corroding iron really serves as a hydrogen
source for hydrogenase-positive SRB, it should be
possible to investigate bacterial corrosion by de-
termining the sulphide formed from the oxidation
of cathodic hydrogen. It was the aim of the pres-
ent work to quantify the anaerobic corrosion of
iron under almost natural conditions (without ap-
plication of an external electron-motive-force,
without artificial concentration of bacterial cell
suspensions) by measuring the amount of ca-
thodic hydrogen oxidized by growing cultures of

Material and methods

Organisms. Desulfovibrio vulgaris strain Marburg (DSM 2119)
was kindly provided by Prof. R. K. Thauer, Universitit Mar-
burg. Desulfovibrio sapovorans strain Lindhorst (DSM 2055)
has been subculitured since its isolation (Pfennig et al. 1981).
The salt requiring Desulfovibrio strains LaViS and LaVit were
isolated from water of an oilfield in Northern Germany (Cord-
Ruwisch et al. 1985).

Media and growth conditions. All cultures of sulphate-reduc-
ing bacteria (SRB) were grown in defined bicarbonate-buf-
fered, sulphide-reduced media containing 20 mM of sulphate,
as described previously (Pfennig et al. 1981; Widdel and Pfen-
nig 1984). The medium for the Desulfovibrio strains LaViS and
LaVit contained 30 g NaCl/l. If not otherwise noted, lactate
(10 mM) served as energy and carbon source. Desulfovibrio
species able to utilize hydrogen have active hydrogenase, also
if grown on lactate (Postgate 1984).

Corrosion experiments. Steel wool (RAKSO, Germany), with a
surface area of about 100 cm?/g, served as the source of metal-
lic iron. (The surface area was calculated from the weight of a
specimen of 100 mmx 0.5 mm x approx. 0.013 mm: 5.1 mg)
0.5 g of the steel wool was surface-activated for about 5 min in
diluted HCI (2 M) until substantial formation of hydrogen
bubbles occurred. The steel wool was immediately rinsed in
sterile distilled water for 10 s and added to the reduced culture
medium in 20 ml Hungate-tubes that were completely filled.

The tubes were sealed with butyl-rubber septa and inoculated
with sterile synringes by replacing 5% of the culture liquid by
freshly grown cultures of SRB. The rubber septum served as a
pressure buffer. Cultures were incubated for 14 days at 37°C
if not otherwise stated. Thereafter, the sulphide dissolved and
precipitated was determined by use of the previously de-
scribed method based on formation of colloidal copper sul-
phide (Cord-Ruwisch 1985).

Stoichiometric calculations. All strains used were incompletely
oxidizing SRB, which produce | mol sulphide per 2 mol lac-
tate oxidized:

2CH;—CHOH—COO~ + 80§~ — = ~—
2CH;—COO~ + H,;S + 2HCO3

Hence, 10 mM lactate would yield 5 mM sulphide. Formation
of more sulphide by hydrogen-consuming SRB in the presence
of steelwool was explained as the product of bacterial sul-
phate reduction with cathodic hydrogen from the metal sur-
face. According to the cathodic depolarization theory of von
Wolzogen Kiihr and van der Vlugt (1934), 1 mol sulphide pro-
duced from cathodic hydrogen corresponds to 4 mol Fe oxid-
ized to Fe2* (Table 1, Eq. 7). In our experiments (25 dm? iron
surface area/l) 1 mmol sulphide per litre and day produced
from cathodic hydrogen corresponded to approx. 8.93 mg iron
corroded per dm? of surface area and day.

Results
Importance of the organic electron donor

Steel wool did not allow sulphide-production by
hydrogenase-positive Desulfovibrio species (in the
presence of 1 mM acetate as carbon source), un-
less a favourable organic energy source such as
lactate was present. With additional limiting
amounts of lactate, however, the hydrogenase-po-
sitive Desulfovibrio vulgaris produced more sul-
phide in the presence of metallic iron than was
possible from lactate-oxidation alone (Table 2).
The hydrogenase-negative Desulfovibrio sapovo-
rans did not_produce additional sulphide. The
sulphide produced in excess of that from lactate
oxidation can, therefore, only be explained as a
result of the utilization of molecular hydrogen

Table 1. Reactions during anaerobic (corrosion by sulphate reducers as proposed by the depolarization theory of von Wolzogen

Kithr and van der Viugt (1934)

eq. 1 Anodic reaction: 4Fe ——=— 4Fe?** 4+ 8e~

eqg- 2 Water dissociation: 8H,0 ———- 8H*+80OH"

eq. 3 Cathodic reaction: 8H™* + 8e~ ———— 8H ~--— 4H,

eq. 4 Hydrogen oxidation: SO%-~ +4H, ———~—= HS+2H,0+20H"

eq. 5 Sulfide precipitation: Fe?* +H,S ———— FeS 2H~*

eq. 6 Hydroxide formation: 3Fe’* +60H " ———— 3Fe(OH),

eq. 7 Overall reaction: 4Fe + SO3~ + 4H,0 ———— FeS+3Fe(OH); + 20H"~
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Table 2. Sulphide production by Desulfovibrio sapovorans (hydrogenase negative} and D. vulgaris (hydrogenase positive) after 14
days in freshwater medium with steel wool and/or lactate

Lactate Sulphide {mM})
given
{mM) Theoretically Produced by
possible D. sapovorans® D. vulgaris®
from lactate
oxidation® —steel + steel — steel +steel from
wool wool wool wool cath. H;
0 0 0 0 0 0¢ 0
10 5.0 36 39 4.0 6.6 1.6
15 7.3 6.2 6.9 6.5 101 2.6
¢ Calculated from the equation 2CH;~—CHOH—CQO ™ + SOi~ « — — — 2CH,;CO0~ + 2HCO7 + H.S

The amount of sulfide determined in the control assays without lactate and without steel wool has been subtracted from all

values measured
¢ Also tested after 54 days of incubation

formed on the iron surface. In assays with hydro-
genase-positive strains, the FeS produced adhered
as a dense black layer to the iron surface. In con-
trast, in experiments with the hydrogenase-nega-
tive D. sapovorans, the steel wool kept its greyish
surface. In the presence of lactate plus iron the
hydrogenase positive strains were still motile after
14 days of incubation. In the absence of iron with
lactate alone, most of the cells were lysed after
this period and motile cells were not detected.

The sulphide production from cathodic hy-
drogen in the presence of different factate concen-
trations was also tested with a salt-requiring hy-
drogenase-positive Desulfovibrio isolate (strain
LaViS) from an oilfield (Table 3). The amount of
cathodic hydrogen removed from the iron surface
was the same for both hydrogenophilic strains (D.
vulgaris and strain LaViS) and nearly propor-
tional to the concentration of the added lactate.
Between 24% and 33% of the electrons for the sul-
phate reduction was derived from the iron (Tables
2, 3).

Table 3. Sulphide production bv Desulfovibrio strain LaViS
with cathodic hydrogen from steel wool and different concen-
trations of lactate*

Lactate Sulphide (mM)

given

{mM) Theorencally Totally pro- From oxidation
possible duced of cathodic
from lactate hydrogen
oxidation

3 25 4.1 1.6

10 5.0 7.7 27

20 10.0 13.3 33

40 20.0 264 6.4

Influence of the iron surface area

The influence of the surface area of the steel wool
on sulphide formation with cathodic hydrogen
was tested by adding different amounts of steel
wool to the tubes (Table 4). In the presence of
10 mM lactate, significant oxidation of cathodic
hydrogen occurred if the surface area of the steel
wool was larger than 10 dm?/1 of culture medium.
A surface area larger than 25 dm®/1 did not fur-
ther increase the amounts of sulphide after 14
days of incubation in the presence of 10 mM lac-
tate.

Time course of cathodic hydrogen consumption

In order to study the time course of anaerobic
corrosion, a series of tubes containing lactate me-
dium and steel wool was inoculated with Desulfo-
vibrio strain LaViS. After different periods of in-

Table 4. Influence of the iron surface area on sulphide pro-
duction by Desulfovibrio strain LaViS in the presence of
10 mM lactate

Iron Sulphide produced (mM)
surface
(dm=1) Dissolved® Total From cathodic
hydrogen
0 5.1 5.1 —
] S 5.1 -
5 1.2 4.7 —
10 0.0 5.6 0.5
25 0.0 3.6 2.7
s 0.0 7.8 2.7
100 0.0 7.7 2.6

a

Sulphate concentration was 40 mM

a

Determined before dissoiving FeS by acid
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cubation, the totally formed sulphide was deter-

- mined in two tubes from the series (Fig. 1). Oxida-

tion of cathodic hydrogen was fastest during the
first 3 days, i.e. when lactate was probably still
present. During this time the Desulfovibrio strains
LaViS produced 0.83 mM sulphide/day by the
oxidation of cathodic hydrogen. This corresponds
to a corrosion-rate of at least 7.4 mg Fe/dm?-day.
After about 3 days, the corrosion continued only
slowly with a rate of approximately 1.8 mg/dm?.
day.
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Fig. 1. Time course of total sulphide production by Desulfouvi-
brio strain LaViS in medium with lactate (10 mM) in the pres-
ence (@ ---®) or absence (O---0Q) of steel wool. The arrow
indicates the maximum sulfide concentration that can be
theoretically formed from the added lactate concentration.
(Further information is given in the text)
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Fig. 2. Influence of the pH-value on cathodic hydrogen utili-
zation by Desulfovibrio strain LaViS. O--- O =doubling time
(14) on lactate only; @--- @ =cathodic hydrogen oxidized

Influence of pH, salinity and temperature

Low pH-values, which favour aerobic corrosion,
are expected to stimulate also the anaerobic cor-
rosion by shifting the proton-hydrogen-equili-
brium on the polarized metal-surface in the direc-
tion of hydrogen formation. However, strain
LaViS utilized cathodic hydrogen fastest at a pH
of 7 which was also optimal for its growth (Fig.
2).

Also changing of salt concentrations between
1 and 100 g NaCl per | did not increase the
amount of oxidized cathodic hydrogen (Fig. 3).
Strain LaViS was most *‘corrosive” at its optimal
sait concentrations of about 30 g/1.

The influence of the temperature on bacterial
cathodic hydrogen oxidation was studied using
Desulfovibrio strain LaViT, which tolerated tem-
peratures up to 49°C and which had an optimum
of 43°C. At 34°C this strain consumed less ca-
thodic hydrogen within 14 days than strain LaViS.
At higher temperatures, however, the amount of
cathodic hydrogen oxidized by strain LaViT and
thus the corrosion-rate increased (Fig. 4). The in-
crease was still observed somewhat above the op-
timum temperature of growth. At 46°C strain
LaViT oxidized more cathodic hydrogen (13.2
mM per 14 days) than strain LaViS at 34°C
(11.2 mM).

Cathodic hydrogen oxidized [mM]

b i

o 50 100
NaCl-Concentration [g/1]

Fig. 3. Influence of the NaCl-concentration on the cathodic
hydrogen-utilization by Desulfovibrio strain LaViS. O---O
=doubling time on lactate only; @---@ =cathodic hy-
drogen oxidized
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[+

1511 o

Cathodic hydrogen oxidized [mM]
o

30 20 50
Temperature (°C]

Fig. 4. Influence of the temperature on cathodic hydrogen-
utilizanon by Desulfovibrio strain LaViT., O--- O =doubling
time on lactate only; @---@ =cathodic hvdrogen oxidized

Discussion

The use of steel wool providing a large surface
area of metallic iron (approx. 25dm°/l of me-
dium) and the determination of sulphide formed
instead of the metal weight loss, turned out to be
useful methods for investigating the involvement
of sulphate reducers in anaerobic corrosion. The
experiments demonstrate that metallic iron with-
out application of an external electron-motive-
force is in fact used as a source of reducing equi-
valents for dissimilatory reduction of sulphate in
growing cultures of hydrogenase-positive SRB.
The reducing equivalents were obviously molecu-
lar hydrogen formed by the cathodic reaction of
iron with protons from water (Table 1, Eq. 3). The
observations confirm the classical theory of von
Wolzogen Kiithr and van der Viugt (1934).

However. Desulfovibrio used cathodically
formed hydrogen only if an organic electron do-
nor such as lactate was present. Iron alone did not
allow sulphate-reduction during the period of the
experiment (up to 54 days). To explain the de-
pendence of the cathodic hydrogen oxidation on
the presence and concentration of an organic
electron donor, two, possibly cumulative effects
have to be considered:

Firstly, the cathodic hydrogen was preferen-
tially oxidized together with the organic substrate
(Fig. 1). The possibility of simultaneous utiliza-
tion of hydrogen and an organic substrate, etha-

nol, has been demonstrated with Desulfobulbus
propionicus (Laanbroek et al. 1982).

Secondly, sulphide from sulphate reduction
with the organic substrate {lactate) reacts with re-
maining ferrous ions or ferrous hydroxide from
the anodic process (Table 1, Eq. 5, 6) to further
ferrous sulphide. The scavenging of ferrous iron
as almost insoluble sulphide may promote
(*‘pull”) the overall reaction (Table 1, Eq. 7) sig-
nificantly (anodic depolarization). Furthermore,
the increase of the precipitated ferrous sulphide
may also increase its effectivity as cathode (Booth
et al. 1968), especially if the FeS remains firmly
attached to the metallic surface as observed in our
experiments with hydrogenase-positive SRB.

The first effect (simultaneous oxidation of H-
and lactate) was apparently the more important
one in short-term H,-removal from the iron sur-
face. The utilization of cathodic hydrogen was
faster during the oxidation of organic substrate
than after its depletion. The corrosion-rate dimin-
ished from 7.4 mg/dm* day initially, to 1.8 mg/
dm?- day after consumption of lactate in spite of
increased sulfide concentrations (Fig. 1).

The corrosion rates obtained with the de-
scribed method are in the same order of magni-
tude as those observed by weightloss measure-
ments in batch cultures by other authors (Booth
and Wormwell 1961). However, 10 to 20 fold
higher corrosion rates are observed in continuous
culture experiments (Booth et al. 1966, 1967; Bell
and Chor Kiang Lim 1981).

In conclusion, the availability of organic elec-
tron donors appears to be an important factor
that influences the removal of cathodic hydrogen
from iron surfaces. Hence, anoxic aqueous envi-
ronments rich in anaerobically degradable or-
ganic matter (e.g. interior of sewage pipes) should
be more corrosive than environments that are
mainly inorganic (e.g. water in geothermal heating
plants).
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5.2 Oxydation de I'hydrogéne cathodique par les bactéries en

]’absence de sulfate

La combinaison des informations des articles 6 et 8 nous conduit aux

réflexions suivantes:

Article 8: Par leur capacité a oxyder efficacement de faibles

concentrations d'Hp, les BSR provogquent la corrosion.

Article 6: Ce sont les bactéries en présence des accepteurs d'électrons les
plus favorables d'un point de vue thermodynamique (nitrate ou fumarate),

qui oxydent le plus efficacement les traces d'hydrogéne.

Ainsi méme en l'absence de sulfate 1a corrosion bactérienne est possible.
Par conséquent, les bactéries capables de réduire les accepteurs
d'électrons les plus favorables thermodynamiquement, tels que le nitrate
et le fumarate, devraient également corroder le fer et méme de fagon plus
intensive que les BSR. Nous avons teste I'utilisation de I'Hy cathodique par
des cultures bactériennes pures réduisant le fumarate et le nitrate. Les
donneurs d'électrons organiques fournis dans ces expériences (formiate
1OmM  ou lactate 7mM) correspondent respectivement alomM et 14 mM
d'Ho. Les figures 34 a 40 montrent gu'en présence de fer, 1a réduction des
accepteurs d'électrons (Fumarate ou Nitrate) est plus importante qu'en
I'absence de fer. Le fer corrode sert de donneur d'Ho aussi bien pour
Desulfovibrio sp. que pour Wo/ine//a succinogenes Cela prouve de nouveau

que le fer corrodé sert de donneur d'Hy pour les bactéries qui oxydent I'Ho.
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Dégradation du lactate par Desulfovibrio desulfuricans ESSEX avec
nitrate (30mM) comme accepteur d'électrons en présence (Fig. 35
et 36) et en absence (Fig. 34) de fer métallique (1imaille de fer).

O =lactate, © =ammonium, A& =acétate
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Dégradation du formiate par Wolinella succinogenes avec nitrate (30mM)
comme accepteur d'électrons en présence (symboles ouverts) et en
I'absence (symboles fermés) de fer métallique.
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Dégradation du formiate [ 12mM] par Wolinella succinogenes avec fumarate
comme accepteur d'électrons en présence (symbols ouverts) et en
I'absence de fer métallique comme doneur d'électron additionnel.

© ®= succinate

== fumarate + malate*

* Au cours de la réduction du fumarate par Wolinella et par Desulfovibrio
fructosovorans des grandes quantités nonreproductiblesde malate ont

été formées.Comme la transformation du fumarate en malate ne réprésente
pas une réaction rédox ( au niveau des électrons: 1mole malate = 1 mole
fumarate = 12 équivalents réducteurs), la somme malate + fumarate

nous a servi d'accepteur d'électrons non utilisé.
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En enlevant a la quantité totale d'accepteur d'électrons réduit, celie
correspondant a V'oxydation du substrat organique, on peut calculer, dans
chague expérience, la concentration en Ho oxydeé issue du processus de
corrosion du fer (Fig. 41, Tab. 15). Les conditions expérimentales sont
identigues a celles décrites dans l'article 8. Ce travail constitue la
premiére démonstration de I'oxydation de I'H cathodique par des bactéries

ne réduisant pas le sulfate.

Les bactéries réduisant le nitrate ou le fumarate oxydent une quantité plus
importante d'H» cathodique que les bacteries réduisant le sulfate (Tab. 15
et Fig. 41). Ceci est en accord avec les résultats précédemment obtenus, a
savoir que les bactéries réduisant le fumarate ou le nitrate sont plus
efficaces a dégrader les traces d'Hy (article 6) et de ce fait a accélérer le
taux de croissance d'une bactérie syntrophique. L'essai de démonstration
d'une corrosion par Methanospirilium hungatera été négatif, La culture n'a
pas démarreé en présence de fer, peut étre a cause de la toxicité des ions
Fe2*

5.3 Démonstration directe de I'oxydation de 1'H, cathodique

Jusqu'a maintenant, 1a consommation par les bactéries hydrogénophiles, de
I'hydrogéne produit & la surface du fer élémentaire, reste encore a
démontrer. Pour mettre en évidence cette oxydation, nous avons suivi la
concentration en hydrogéne produit par le fer (Fig. 42) ainsi la diminution
de la [Ho], due & une utilisation par les bactéries (Fig. 43). On observe que

I'H»> cathodigue produit au cours du processus de corrosion du fer, diffuse
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Fig. 41

Consommation de I'hydrogéne cathodique par

Desulfovibrio desulfuricans Essex avec nitrate.
Desulfovibrio souche LaViS avec sulfate
Wolinella succinogenes avec nitrate.

Wolinella succinogenes avec fumarate.
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Fig. 42

Début de la production d hgdrogene par un specimen d'acisr doux
(4x 7x 40 mm) dans 7 ml de milisu pour bactaries anaarobies, stérils.
L'hydrogéne a été déterminé dans la phase gazeuss (7ml).
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Fig. 43

Comparaison da deux affets d'élimination de 1'hgdrogene cathodique en condition
aerohia .

{ remplacament de la phase gazeusa par 1'air.

2 injection d'uns bactéris consommatrice d‘hydrogéns (Paracoccus denitrificans),

Condition de culture: Flacons sérum (120m!) avec 40 ml de milieu + 0.5 g de
I'imaille de fer. Modification du milisu: tampon phosphate, sans réducteur, 3 mill
acétiate, 0.02% extrait de lsvurs.



Tableau 15

Cooxydation anaérobie de Hy cathodique avec un donneur d'électrons
organique par des bacteries utilisant le nitrate ou le fumarate comme
accepteur d'électrons. Substrat organique: lactate (7mM) pour
Daesu/turicans et formiate (12mM) pour W succinogeneés. (Conditions
d'expériences comme décrit dans T'article 8)

Souche accepteur Fe traite H> cathodique Fe2*
délectrons avec HCI oxydé formé

Temoin - 22.0
- - 3.3

D. fructosovorans Sulfate + 224 33.8
* 15.8 29.5

222 10.1

D. fructosovorans Nitrate + 252 66.2
+ 21.0 80.0

- 338.9 64.7

W. succinogenes Fumarate * 342 22.0
+% 26.6 30.8

Nitrate + 4.2 511

+% 44 13.2

*) Limaille de fer stérilisée a 1'éthanol pour éviter une contamination en présence de I'éxtrait
de levure,

W.succinogenes  aété cultivé en présence de 0.0 1 8 d'extrait de levure,
0 fructosovorans " " " " I'absence d'extrait de levure.
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dans le milieu et s'accumule dans la phase gazeuse, Cecf est en
contradiction avec la théorie de la polarisation du fer en milieu anoxique
selon laguelle I'Ho fourni par 1a réaction cathodique s'adsorbe a la surface
du métal sous forme d'une couche protectrice. Aprés addition d'une culture
bactérienne hydrogénophile, la concentration en Hp diminue ce qui prouve

qu'il y a oxydation de I'H» cathodique.

Méme en milieu aerobie, il y a formation d'Hy cathodique qui est donc
utilisable par des bactéries aérobies oxydant I'Hy (Fig. 43). Apparamment,
dans ces conditions, les protons sont d‘abord réduits préférentieliement a
I'oxygéne. Cela peut étre dd au fait gu'ils sont chargés négativement et

gu'ils sont donc attirés par la surface négative du fer,

Par consequent, nous supposons que la formation de I'H, cathodique
intervient méme au cours de la corrosion aérobie et que les bactéries

aérobies hydrogénophiles jouent un réle dans Ja corrosion aérobie du fer,

* Les produits chimiques classiques utilisés pour protéger les métaux ferreux contiennent des

composés extrémement toxiques pour les bactéries comme le plomb (minium), ou le zinc.
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Conclusions générales

L'hydrogéne est 1'un des intermédiaires les pius importants de la
dégradation anaérobie de 1a matiére organique. |1 est oxydé exclusivement
par des bactéries qui utilisent un accepteur externe d'électrons comme le
CO,, le sulfate ou le nitrate. Par conséquent, 1a compétition des bactéries
hydrogénophiles pour Ho détermine, au moins en partie, la formation de

produits finaux comme le CHy, 1e sulfure, 1'ammonium ou 1'azote.

La participation des bactéries anaérobies au turnover de Ho est complexe.
Il est difficile de distinguer les bactéries consommatrices des bactéries
productrices d'H, car les bactéries hydrogenophiles classiques peuvent
egalement produire de 1'Ho. En fait, les bactéries hydrogénophiles testées
reduisant le COy (Methanospirillum sp. sur isopropanol, Sporomusasp. sur
meéthanol), le sulfate (Desuirovibrio sp.) et le nitrate (Desuirovitric
aesuiruricansEssex) maintiennent toutes une certaine concentration d'Ho

au cours du métabolisme de leur substrat organique.

Cette concentration d'Ho est en equilibre dynamique avec les transporteurs
d'électrons comme nous l'avons montré par l'effet d'addition d'Hp ( ===>
consommation d'Hp) et l'effet d'enlevement d'Hy ( ===> production d'Hp).
Donc, 1a concentration en Hy maintenue au cours du métabolisme de telles
bacteries refiéte 1'état d'oxydo-réduction des transporteurs d'électrons et
représente une accumulation d'équivalents réducteurs (de transporteurs

délectrons reduits TEpeq). L'accumulation des TEpoq montre que 1a
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vitesse de dégradation de ce substrat organique est limitée par 1'oxydation
des transporteurs d'électrons (respiration) plutdt que par T'oxydation du
substrat organique (et 1a réduction des transporteurs d'électrons). Aprés
dégradation du substrat organique par ces bactéries, la concentration en
Ho diminue en général au moins d'une puissance de 10 jusqu'a une valeur

constante qui représente le seuil d'oxydation de Ho.

Dans I'état actuel des connaisances, il n'est pas prouvé que 1a
concentration en Ho maintenue par les bactéries est seulement due a
I'équilibre mentionné ci-dessus (catalysé par I'hydrogénase) ou a un
recyclage obligatoire de TI'hydrogéne (Ho comme intermédiaire) qui

entrainerait une augmentation de ia force proton-motrice.

La concentration d'H, maintenue par les bactéries co_nsommatrices et
productrices dHo peut étre disponible pour dautres bacteries
hydrogénophiles. Cela conduit & un transfert facultatif d'Ho qui peut étre
total ou partiel. L'enlévement de I'Hy par une deuxieéme bacterie peut avoir
un caractere compétitif ou parasitique dans la mesure ou le gain d'ATP
pour 1a premiére souche est diminué ou stoppé. Le transfert interespéces
d'hydrogéne ne correspond donc pas nécessairement a une association
symbiotique. La concurrence pour Ho entre deux representants de
différents groupes physiologiques bactériens, n'est donc pas seulement
limitée a I'Ho provenant d'une bactérie fermentative vraie; elle peut aussi
concerner 1'Ho provenant de ces bactéries hydrogénophiles, qui sont aussi

des productrices facultatives d'Ho.

Comme dans la nature et dans les cocultures testées la concentration en
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hydrogéne est trés faible, I'organisme capable d'utiliser efficacement ces
traces d'Hp devient dominant. Cette capacite & oxyder efficacement les
traces d'Ho dépend de T'accepteur terminal d'électrons. Les bacteéries
utilisant des accepteurs d'électrons présentant un potentiel rédox
thermodynamiquement favorable (élevé) sont plus efficaces dans 1a
compétition pour I'Ho que les bactéries qui utilisent des accepteurs
d'électrons ayant un potentiel redox moins favorable (plus bas) comme le
COo ou le sulfate. En conseéquence les syntrophies (dont le taux de
croissance dépend de la [Ho] présente) qui  utilisent un accepteur

d'électrons favorable se développent plus rapidement

La prédominance d'une bactéries oxydant Ho sur une bacterie concurrente,
vis avis des traces d'Ho liberees par une bacterie syntrophique, s'explique
par la capacité a maintenir la [H2] en dessous de celle nécessaire a un
métabolisme significatif d'Hy chez le concurrent. C'est plus le seuil
d'oxydation d'Hy que les parametres cinétiques qui déterminent le résultat

de 1a compétition pour Ho.

Une bactérie capable d'utiliser deux accepteurs d'électrons différents est
capable, en présence de Tlaccepteur thermodynamiquement le plus
favorable, de diminuer 1a concentration en hydrogene a un niveau plus bas
qu'avec I'accepteur le moins favorable. Le seuil de la concentration en Ho
oxydable dépend donc moins de I'hydrogénase que du potentiel de
l'accepteur d'électrons. Le seuil de la [Ho] correspond & I'incapacité
d'oxyder les transporteurs d'eélectrons reduits (TE pag) en dessous d'une

certaine valeur du rapport TE paq/TEgy (C'est @ dire un seuil de TE rgq). Un
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meilleur accepteur d'électrons abaisse ce quotient et influe donc sur la

vitesse de dégradation du substrat organique.

L'attractivité thermodynamique, c'est a dire le pouvoir oxydant, de
'accepteur terminal d'électrons, détermine l'efficacité d'une bactérie a
oxyder de faibles concentrations en équivalents réducteurs, présents sous
forme d'Ho et peut étre (selon 1'équilibre Ho + TEy,  <==> 2H" + TEpgq)
aussi sous forme de transporteurs d'électrons réduits. Par conséquent 1a
variation d'énergie libre des différentes respirations bactériennes peut,
indirectement par la diminution du facteur limitant (1a [TEpgq)),
influencer la vitesse du métabolisme de la cellule bactérienne. Cela
pourrait étre l'une des raisons (la raison fondamentale étant que la
biomasse formée pendant 1a minéralisation est toujours plus importante
en aérobiose qu'en anaérobiose) pour laquelle 1a dégradation des composés
organiques est plus lente en anaériobiose qu'en aérobiose et plus rapide en

présence de nitrate ou de sulfate qu'en présence de CO,» uniquement.
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RESUME

La capacité des baciéries anaérobies hydrogénotrophes & utiliser efficacementi des
traces d'Hp, que l'on a mésurées comme étant le seuil d'orydation de I'hydrogene,
dépend du pouvoir oxydant de leur accepteur terminal d'électrons. Ce seuil est 200 fois
plus bas pour les bactéries réduisant le nilrate par rapport a celles ufilisant le sulfate.
Ces derniéres peuvent oxyder I'H> @ des concentrations plus basses que les bactéries
réduisant le (0.

L'importance de l'accepteur d'électrons intervient également dans les cocultures
synirophigues. Le taux de croissance de la bactérie synirophique Aeidaminobacter
hydrogenoformansen coculture avec des bactéries hydrogénotrophes, a eié corrélé au
potentiel rédox de divers accepteurs terminaux d'électrons.

La consommation de traces d'Hy n'est pas limitée par la premiere étape, I'action de
I'hydrogénase, mais par I'élimination des équivalents réducleurs. Cela conduit en général
a une accumulation d'équivalents réducteurs grace & I'hydrogénase, donc éqalement a
une accumulation d'H2 au cours de la dégradation d'un substrat organique par les
bactéries hydrogénoirophes appartenant aux gqenres ZJesu/fovibrio. Feetobacterivm,
Sporomuséa et Methanosprifum. A la fin de la croissance, |'H2 est réutilisé. La possibilité
d'un recyclage de H; est discutée.

La concentration d'Hy qui est maintenue pendant le méfabolisme de ces bactéries, est
utilisable par une autre bactérie hydrogénotrophe lors d'un transfert interespece d'Hy.
Une telle coculture a un caractére plutdt compétitif que symbiotique. Le transfert peut
étre complet ou incomplet. Avec le méthanol comme subsirat organique, la bactérie
consommant de I'Hy joue le rdle d'un parasite énergétique. Le flux d'électrons (sous
forme d'Hy) dans de telles cocultures de deux bactéries hydragénotrophes, est controlé
par le pouuoir oxydant des accepteurs d'électrons mis en jeu.

Le phénoméne de formation d'une couche protecirice d'Hy a la surface du fer piongé
dans !'eau (polarisation) n'a pas pu etre confirmé. Au contraire, I'Hy cathodique se
dissout dans I'eau, diffuse et s'échappe dans la phase gazeuse; il est ufilisable par les
bactéries hydrogénotrophes comme les bactéries qui réduisent le sulfate, le fumarate
ou le nifrate. L'utilisalion de I'Hy cathodique permet I'accélération du processus de
corrosion anaérobie. La corrosion anaérobie baciérienne n'est donc pas nécessairemer’
lie 3 la présence de sulfate. La corrosion bactérienne via I'utilisation de 'ty cathodique
par les baciéries aerobies semble égalemnent possible.






