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Préface

Ce travail concerne plus particulièrement l'étude des réactions

d'oxydo-réduction biologiques, plutôt que l'étude des voies biochimiques et

des mécanismes enzymatiques de ces réactions. On a accordé plus

d'attent ion aux effets mesurables de l'oxydation bl0 logique de l'hydrogène

plutôt qu'au fonctionnement des hydrogénases et à la compréhension des

mécanismes de l'oxydation de l'hydrogène et du transport des électrons.

Cependant, les connaissances biochimiques fondamentales du métabolisme

de l'hydrogène ont été exposées dans la mesure où elles sont nécessaires à

la compréhension des réactions globales.
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abréviations:
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ADP Adénosine 5'-diphosphate

ATP Adénosine 5'-triphospate

BHA Bactéries homoacétogènes

BM Bactéries méthanogènes
-,

B5R Bactéri es su1fato-réductri ces..1

ER Equivalents réducteurs

FPM Force proton-motrice

Fd Ferrédox ine

km Constante de saturat ion

NADH Nicotinamide Adénine dinucléotide réduit

NAD+ Nicotinamide Adénine dinucléotide oxydé

BPOH Bactéries productrices obligées d'H2

TE Transporteurs d' électrons

TIH Transfert 'interespèces d'hydrogène
)

'. -,/

Taux de croissance maximum théoriqueUmax
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1ntroducti on

1 Avant propos

Les r'eactions ct)imiques et biochimiques qui permettent le rnaintien (je la

vie sur' terre ont lieu exclusivement en milieux aqueux. L'eau sert non

seulement de solvant pour toutes les reactions biochimiques mais joue

également le rôle de réactif dans les réactions d'oxydo-réduction, ûn peut

considérer l'eau comme étant, quantitativement... le donneur d'électrons le

plus important de toutes les réact ions biochimiques globales. parce qu'elle

est la source d'électrons (source d'H2i dans la photosynthèse des plantes

vertes, L'oxvdat ion de l'eau est 1a source natureIle d'oxvaène, Le rôle de
, . -

l'H20 comme accepteur d'électrons est moi ns important que son rôle

comme donneur d'électrons. La réduction de l'eau aboutit à la prOduction

d'hydrogène élémentaire. Ces deux processus semblent s'exclure

mutuellement dans la nature. ce qui signifie que la production d'hydrogène

a qénéralement 1ieu en l'absence d'oxvqene, par exemple (jans les biotopes

anaérobies tels que les sédiments marins.

Dans l'état actuel de nos canna issances. seuls 1es procaryotes sont

capables d'oxYder et ainsi de recycler l'hydrogéne moléculaire tandis que

1'00 est recyclé par tous les orqanismes aérobie-s tels que les plantes. les-' ~

animaux et la plupart des procaryotes. Bien que la concentration en H0
. -

soit nèqliqeable par rapport à la concentration en 00, elle contrôle
- - -

efficacement les rèact ions qui produisent de l'hydrogène.

Ce travail a permis d'étudier l'\nfluence de l'oxydation bactérienne de
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l'hydrogène sur les rèactlons qui le produ1sent. Ces dernières rèactions

interviennent dans deux domaines présentant un Intérêt écologique et

économique important:

- d'une part la production d'H" par les bactéries fermentatives qui rend
"-

possible le transfert interespèces d'hydrogène <TIH) pendant la dégradation

de la mat ière organique.

- d'autre part la production d'H2 au cours du processus de corrosion

biologique des métaux ferreux.



8

2 Production non biologique d'hydrogène

En général les protons provenant de la dissociation de l'eau peuvent être

réduits en H2 par tous les agents réducteurs forts. En fait, de très

puissants réducteurs tels que le"sodium, le potassium, le calcium, les sels

de chrome (II), les sels de titane (II) et de vanadium (II) ne sont pas

stab1es dans l'eau parce qu'i ls sont oxydab1es par 1es protons de l'eau, ce

qui entraîne la format Ion d'hydrogène (Ho1lemann, 1976). Des réducteurs

moins puissants comme le méthanol, lïsopropanol et la dlthionjte 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;

Beaupère et aL, 1986).

La formatIon d'H2 dans la nature est susceptible de se produire dans des

milieux de faible potentiel rédox. Par exemple les sources anoxiques

d'origine volcanique ou les eaux souterraines profondes (Stetter et Konig

1983, Conrad et al. 1985) const ituent une source nature 11 e d'H0. La
"-

production non biologique d'H2 peut également intervenir de façon

significat ive dans les mi lieux naturels en présence de substances

artificiellement réduites comme par exemple les métaux non nobles.

3 Production biologique d'hydrogène

3.1 Conditions de la formation biologique d' hydrogène

La dégradation de la matière organique consomme des oxydants. L'oxygène

moléculaire, et à un degré moindre, le nitrate sont les premiers oxydants à



être réduits dans les biotopes naturels (Ottow et Fabig 1985). Dans les

mil ieux très riches en matière organique, l'oxygène est donc consommé en

premier lieu et rapidement. Puis lorsque l'environnement devient anoxique,

les bactéries fermentatives succèdent aux bactéries aérobies dans la

phase initiale de l'oxydation de la matière organique. Au cours de ce

processus, H2 est l'un des produits de fermentation le plus important. En

conséquence., la production d'H2 et sa consommat Ion interviennent

habituellement dans les biotopes anaérobjes (Hungate, 1967; Sorensen et

al., 1981; Kaspar et Wuhrmann, 1978).

3.2 Environnements typiques pour la formation b1ologique d'H2

Avec l'acétate et éventuellement le propionate, H2 est le produit de

fermentation le plus important issu de la dégradation anaérobie de la

matière organique (Abram et Nedwell, 1978; Sorensen et al., 1981; Thauer

et al 1977, Lovley et Klug 1983, Mountfort et al. 1980)dans les sediments

aquat iques.

Au cours du processus de digestion, 11 y a production d'hydrogène dans

l'intestin des animaux. H2 se dissout dans le sang et est en partie expiré

(Levitt, 1969). La concentration d'hydrogène ainsi expirée au cours de la

respirat ion 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'H2 a été

extensivement étudiée et décrite comme ayant un rôle clé dans la

dégradation des biopolymères comme la cellulose (Hungate 1967,
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Brvant1979). L'hvdroGène a un rôle similaire dans la production de bioaaz
• ; ~ v

(f'"1cl nerney et Bryant 1980. 1981. Kaspar et Wuhrmann 1978).

3.3 Les organismes producteurs d'hydrogène

Les bactéries productrices d'H~ ont des représentants dans presque tous....

les groupes de bactéries fermentatives tels que les Clostridies. les

Entérobactéries. les Bacteroidaceae. Quelques représentants bien connus

sont: Escher/chia col/ Clostnd/um butvr/cum, C .3cftobutvl/cuf1;

Bacten.Jldes :;t!Jf)., t.?I/u!of!7onas ~LJoJ Le test classique de "formation de

qat' identifie facilement le déqaqement d'H~ + CO~ qui provient de
.... .., - --
l'oxydation du pyruvate (c.f. 3.Ll. 3.6) mais ne permet pas d'estimer les

faibles concentrations d'H~ produites à partir du NADH (c.f. 3.5). En....

consequence (j'autres bactéries. spécialement celles qui produisent de

l'acétate en début de croissance, qui ne sont pas réputées être

productrices d'H~ par ce test. peuvent être considérées comme....

productrices d'H~ dans des conditions de faibles pressions d'H~..... .:..

Certaines bactéries anaérobies qui dégradent l'hydrogène comme les

bactéries méthanogènes. homoacétogenes et sul f idoaènes peuvent

également. selon les conditions de culture. produire des quantités plus ou

moins importantes d'hydrogène (Winter et Wolfe. 1979. 1980. Hatchikian

et aL. 1976. Tsuj i et Yagi, 1980. Traoré et al.. 1981. Lovley et Ferry.

1985. Boone et al.. 1987. Phelps et aL. 1985. Krzycki et al .. 1987). Les

bactèries phototrophes et les cyanobactéries produisent de l'hydrogène

pendant la fixation de l'azote (Chen et al. 1980. Hiravma et al. 1986)

.Certains organismes eucaryotes tels que les champignons anaérobies

isolés du rumen CBauschop et Mountfort, 1981). les algues vertes
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planctoniques (Mahro et Grimme 1986, Marlro et al 1986, Miura et al.

1986), ou les protozoaires ci 1iés qui vivent en symbiose avec des

bactéries méthanogènes intracellulaires hydrogénophiles (Fenchel et al.

1977, Van Bruggen et al. 1983, 1984, 1985, 1986, Yarlett et al. 1984) sont

également capables de produire de l'hydrogène.

On a longtemps pensé que la format ion de l'hydrogène était due

exclusivement à l'activité des hydrogénases. Il a cependant été démontré

récemment que même les nitrogénases pouvaient former de l'hydrogène

(Crabtree 1986, Chen et al., 1986). Peut-être y a t'il également production

d'hyrogène au cours de réactions non spécifiques telles que les

deshydrogénations ou les transferts d'électrons. Il semble que l'on n'ait

pas encore étudié la capacité ou l'incapacité des cellules des plantes

supérieures et des animaux à former de rH').
~

3.4 Rôle de l'hydrogène comme produit de fermentation

L'oxydation biologique des composés organiques conduit à la production

d'équivalents réducteurs * (= 1 mole d'électrons transférable, par exemple

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

* Note: 1 équivalent réducteur (.ER) correspond à 6.0220943 x 1023 électrons ou 1/2 mole de NADH.

1 ER réduit 1 mole de proton en 112 mole de H2.
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réduits (NADH). Par réduction des accepteurs d'électrons externes tels que

l'oxygène, le nitrate ou le sulfate, les organismes qui respirent réoxydent

les équivalents réducteurs le long de la chaîne de transport des électrons.

Ce processus conserve l'énergie au cours de la phosphorylat ion 1iée au

transport des é1ect rons.

En l'absence d'accepteur d'électrons externe approprié, un piège à électrons

doit être synthétisé à partir des produits d'oxydation du substrat

organique. Ces accepteurs d'électrons internes synthétisés sont

habituellement le pyruvate ou l'acétyl-CoA . Leur réduction conduit à la

formation de composés de fermentation organiques réduits (c.f. 3.5, 3.6>

Contrairement à la réduction des accepteurs d'électrons externes, la

réduction des accepteurs internes (à l'exception de la réduction du

fumarate en succinate) n'est habituellement pas liée à la conservation de

l'énergie.

La réduction des protons en H2 représente une troisième possibi 1ité

d'oxydation des équivalents réducteurs. Les protons réduits proviennent, au

moins en partie, de la dissociation électrolytique de l'eau et peuvent donc

être considérés comme des accepteurs d'électrons externes (Tab. 1).

Contrairement à la réduction d'autres accepteurs d'électrons externes

(oxygène, nitrate et sulfate), on ne connait pas de réduction de protons

associée à une phosphorylation*.

lt Note: Zinder et Koch (984) ont montré Que l'oxydation de l'acétate en CÛw) et H" permettait
apparamment la croissance d'une bactérie thermophile, à condition Que la concëntratlOn d1-l2 soit
suffisamment faible (présence d'un consommateur d11,,). Cette croissance n'est pas explicable par les
phosphorylations connues au niveau du substrat et pourrait être due à une phosphorylation couplée à la
production d'H:?o L'hypothèse du recyclage d'H2 (Odom et Pack 1981. Peck et Odom 1984) fournit
théoriquement la possibilité de créer un gradient de protons résul tant de l'oxydation de l'hydrogène
gazeux par une hydrogén~~e membranaire.
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3.5 Avantage énergétique de la production d'H2 à partir du NADH:

première étape de la formation d'H2

Les équivalents réducteurs qui peuvent conduire à la réduction des protons

sont présentés dans le tableau 1. Il est nécessaire, pour des raisons

thermodynamiques, de distinguer les deux sources principales d'électrons

pouvant réduire les protons en H2: le pyruvate, comme Intermédiaire clé du

métabolisme fermentalre et le NADH, transporteur d'électrons principal de

la glycolyse mais aussi de la I3-oxydation. Les électrons du pyruvate

peuvent théoriquement produire 1010 fois plus d'hydrogène que ceux du

NADH (Fig. n En fait, les électrons provenant du pyruvate ou du NADH sont

d'abord transférés sur la ferrédoxine qui a un potent ie1 rédox sim'ilaire à

celui de H2 avant de réduire les protons en H2'

La plupart des bactéries fermentatives productrices d'H') ont la capacité
<-

d'utiliser à la fois des accepteurs internes organiques et des protons

comme piège à électrons terminal. Ces bactéries semblent ainsi avoir "le

choix" de produire soit de l'hydrogène soit d'autres produits réduits de

fermentation. Mais pourquoi produisent-elles de l'hydrogène? Pour

répondre à cette question, il nous faut considérer les principes même des

fermentat ions bactériennes. Nous prendrons comme exemple la glycolyse.

Bilan électronique de la glycolyse:

1 glucose. représentant 24 éQuivalents réducteurs (ER) ~

2 pyruvate (représentant 2 x 10ER) + 2 NADH (2 x 2 ER) (+2ATP)
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Pendant cette glycolyse et jusqu'au stade pyruvate, deux moles d'ATP sont

produi tes. Cependant le bî 1an de fermentatIon n'est pas encore équIlibré. Il

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'électrons, est d'utiliser des protons comme accepteurs

d'électrons:

-fiJ. 2 NADH + 2H+ (=:) 2 H2 + 2 NAD+

2x2 ER 2x2 ER

Cela permet alors l'oxydation de deux moles de pyruvate en acétyl-CoA

avec un gain concomittant de deux ATP supplémentaires grâce à la réaction

phosphoroc1asti que cata lysée par l'acétokinase:

û2. 2CHrCO-COO- 1" 2H20 (=:) 2CHrCOO- + 2H2 + 2 HC03- + 2H+( + 2ATP)

2 x 10ER 2 x8 ER 2 x2 ER

Comme le montre la réaction de fermentation globale qui en résulte:

~ C6H1206 + 4 H20 ~ 2 CH3COO- + 4 H2 + 2 HC03- T 4H+ (4 ATP)

24 ER 2 x 8 ER 4 x 2 ER

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 fermenté (2 pendant la glycolyse, 2 avec l'acétokinase). De ce fait,

la réaction ci-dessus représente probablement la phase initiale de toutes

les fermen~ations effectuées par les bactéries anaérobies possédant des

hydrogénases <Thauer et al. 1977),
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est nécessaire que 2 moles de NADH soient réoxvdées. Le moyen 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:

2x2 ER 2x2 ER

Cela permet alors l'oxydation de deux moles de pyruvate en acétyl-CoA

avec un gain concomittant de deux ATP supplémentaires grâce à la réaction

phosphoroclast ique cata lysée par l'acétokinase:

~ 2 CH7-CO-COO- + 2 H')O (:::=::) 2 CHrCOO- + 2 H') + 2 HC03- + 2H'" ( + 2ATP)
...; L. ...J L.

2 x 10ER 2 x 8 ER 2 x 2 ER

Comme le montre la réaction de fermentation globale qui en résulte:

EQ.3 C6H 1206 + 4 H20 (:::=::) 2 CH3COO- + 4 H2 T 2 HC03- T 4H T (4 ATP)

24 ER 2 x 8 ER 4 x 2 ER

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 fermenté (2 pendant la glycolyse, 2 avec l'acétokinase). De ce fait.

la réaction ci-dessus représente probablement la phase initiale de toutes

les fermentations effectuées par les bactéries anaérobies possédant des

hydrogénases CThauer et 31. 1977).
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Cependant, le potentiel du NADH étant plus positif que celui de l'hydrogène,

la réduction des protons par le NADH n'est énergétiquement possible que si

la concentration en H2 est très faible (rab. 1, Fig. 1). Cette condition est

effectivement réalisée en début de fermentation ou lorsque l'hydrogène est

constamment consommé au fur et à mesure de sa production.

3.6 Avantage énergét1que de la product1on d'H2 à part1r du

pyruvate: deux1ème étape de la format1on d'H2

Lorsque l'hydrogène s'accumule dans les cultures pures de bactéries

fermentatives, la réduction des protons par les électrons provenant du

NADH devient de moins en moins favorable (rab. 1, Fig. 1) et les bactéries

sont alors ob1igées de synthét iser des accepteurs d'électrons carbonés

internes permettant la réoxydation du NADH.

La façon la plus simple de réoxyder le NADH au moyen d'accepteurs

d'électrons internes est alors de réduire le pyruvate déjà disponible. Pour

visualiser le flux des électrons et des carbones, les diverses réactions de

fermentation sont présentées dans les schémas ci-dessous.



labo 1
Réactjons anaérobies participants à la productjon de l'H2

Réaction

production

d'H2 possible*

[atm.]

Pyruvate- + 2 H20 <==:) Acétate- + H2 + HC03- + H+ -47.3

NADH + H+ <==:) NAD+ + H2 + 18.0

Form1ate- + H20 <==:) HC03- + H2 + 1.3

Fe +2H+ e=~ Fe2+ + H2 -78.9

*en considérant que les concentration des autres composés sont égales O. 1mM ou 10mM

( bicarbonate)
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Les Chiffres représentent le nombre d'éQuivalents réducteurs et les pomts les at~mes de carbone.

24::: -glucose, 10:. -Pyrwate. 2 -NADH-. 8: "Acétate. 12: sElhanol. 2. zH2'. 12:. -lactate•. "C02

Fermentation homo1actique

24:::

~~--- 2ATP

10:. 2 2 10:.

t-Jy
12:. 12:.

~ 2 CH3-CO-COO - '!- 2 NADH +2 H+ ç=) 2 CH3-CHOH-COO- '!- 2 NAD+

2xl0 ER

Fermentat ion alcool ique

2x2 ER 2x12 ER

24:::

.~-: - - ~2ATP
10:. 2 2 10:.rY
12: 12:

2x 10 ER 2x2 ER 2x 12 ER

Dans le cas présenté ci-dessus, pour chaque mole de pyruvate réduite, il y

a perte d'une mole d'acéty1-CoA et par conséquent d'l mole ATP. Ces deux

réactîons de fermentatîon ne produisent que 2 moles d'ATP par mole de



.---.

17

glucose et peuvent donc apparaître comme énergét iquement peu

intéressantes. L'avantage écologique pour les organismes qui effectuent

ces fermentations.. réside probablement dans la simplicité de ce

métabo1isme qui permet une dégradation rapide des substrats à haute

concentration, imposant ainsi des taux de croissance élevés à ces

bactéries. L'accumulation d'énormes quantités de métabolites (acide

lactique ou éthano]) inhibe en outre le développement d'autres bactéries

fermentatives. Toutefois dans les environnements anaérobies naturels

comme les sédiments aquatiques, où les concentrations en substrats

fermentescibles sont 1imitantes, les bactéries lactiques et les levures à

fermentat ion éthanol Ique sont dom lnées par d'autres bactéries

fermentatives qui, malgré leur vmax faible, ont des meilleurs rendements

de crolssançe et de plus fortes affinités pour les substrats.

Un rendement élevé, dû 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 reçoit les électrons des 2 NADH de

la glycolyse. L'accepteur .d'électrons interne le plus important chez les

bactéries fermentat ives productrices d'H2 est l'acétyl CoA Cependant, si

l'acétyl-CoA sert d'accepteur d'é lectrons, la liaison riche en énergie est

tout de même perdue (fermentation alcoolique), Pour que ces bactéries

profitent de l'énergie conservée sous forme d'acétyl-CoA, la totalité des

molécules d'acétyl-CoA ne doivent pas être réduites. Ainsi la réaction de

fermentation théorique suivante donnera un ATP supplémentaire grâce à la

phosphorylation d'une des deux molécules d'Acetyl-CoA selon la réaction

de l'acétokinase, pendant que le second Acétyl-CoA reçevra les électrons

des 2 NADH:
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24"

1"-·-I~-~ - - -
10:. 2 2 10:.

Z--l }-Z
8: CoA 8: CoA

1' ~ ,
8:

1 ATP

-- 2 ATP
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~ C6H1206 + 3 H20 ~ CH3-COO- + CH3-CH20H + 2H2 + 2HCû3- + 3H+

24 ER 8 ER 12 ER 2x2ER

Il faut noter ici que la production d'H2 à partir du pyruvate est

thermodynamiquement très différente de la production d'H2 à partir du

NADH. Le potentiel rédox du pyruvate est suffisament négatif pour rendre

la production d'H2 exergonique en conditions standard (Tab. 1, Fig. 1). Ce

type de dégradation du glucose intervient chez les Entérobactéries. bu

formiate peut ~tre produit à la place de l'H2 et du C02 ; Cela ne modifie

pas sensiblement la thermodynamique du métabolisme.

Des fermentations sim i laires au cours desque Iles l'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 d'H2; ce sont:
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la fermentation butyrique: :20:: = butyrate

------ /.....

~
20::

8: CoA

~--.2ATP

10:.

24:::

\

2 2
r

. 10:.

2------1
8: CoA

l
8: --'-->-----j

l
ATP

24 ER 20 ER 2x2 ER

la fermentation acètone-butanolique :

2x24:::

24:: = but/moi. 16:. =acetone

10:. 10:. 2 2 2

2 .) ;; t j- .=

8:Co.A 8:CoA

~ t-4 ATP

10:. 10:.

~ f :2 2

8:CoA 8:CoA

~
24:: lô:. ATP

Eg. ô 2 C6H1206 + 5 H"lû~

2x2L1 ER CH7-CH,..,-CH")-CH")OH + CH7-CO-CH7 + 4 H") + 5 HC07 - + 5 HT

v "- "- "- .,J v "- ..J

24 ER 16 ER 4x2 ER
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Puisque la production d'hydrogène maintient la liaison riche en énergie de

l'acétyl CoA, la réduction des protons est donc un avantage énergétique

comparée à celle d'accepteurs d'électrons organiques internes. Les

fermentat ions aIcoo1ique et lactique classiques des hydrates de carbone

tels que le glucose, sont énergétiquement moins intéressantes que les

fermentations qui produisent de l'hydrogène. En conclusion, plus une

bactérie fermentat ive produira d'hydrogène, plus e11e gagnera d'ATP.

Il semble donc raisonnable que les bactéries fermentatives capables de

produire de l' H2' préfèrent en fait utiliser les protons plutôt que les

composés organiques comme accepteurs terminaux d'électrons.

Cependant, lorsque H') s'accumule chez de telles bactéries ou lorsqu'on le
. ......

raj oute dans la cul ture, le métabo1isme est dép lacé vers une réduct ion des

accepteurs d'électrons internes, ce qui aboutit à la production de composés

organ iques plus rédu i ts te1s que 1es ac ides organ iques au tres que l'acé ta te

et les 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 l'élimination de l'hydrogène sur la fermentation

Dans des environnements contenant de fortes quantités de matière

organique facilement dégradable} telles que les boues d'épandage ou le bois

en décomposition} H') s'accumule dans des proportions supérieures à celles....

observées dans les sédiments aquatiques (Phelps et aL, 1987). Cette

accumulat ion d'hydrogène entraîne des concentrat ions élevées en produi ts
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de fermentation réduits. La disparition de H2 peut être envisagée comme

ayant un effet opposé. Le piégeage continuel de H2 par des bactéries

hydrogénophiles, déplace le métabolisme des bactéries fermentatives de la

production d'alcools et d'acides gras vers la production d'H2 + C02 et

d'acétate comme produits majeurs de fermentation <Thauer et al., 1977; Mc

1nnerney et Bryant, 1980). On a remarqué que des bactéries fermentat ives

connues pour la production d'un large spectre de composés organiques,

produisaient presqU'exclusivement de l'H2' de l'acétate et du C02

lorsqu'el1es étaient en coculture avec une bactérie oxydant H2 (Chen et

Wol in, 1977; lanotti et aL, 1973; Schleifinger et aL, 1975; Yerushalmi et

aL, 1985),

4 Transfert interespèces d'hydrogène <TIHl

4.1 Relations part iculières entre les organismes consommateurs

d'H2 et les orgarl1smes producteurs d'H2

La consommation de H2 par un second organisme ne permet pas seulement

aux souches fermentatives de gagner plus d'ATP mais également

d'augmenter la vitesse du processus de fermentation . En conséquence

l'act ivi té d'un consommateur d'hydrogène présentera un avantage pour le

producteur d'H2' D'autre part, les bactéries fermentatives produisant H2

permettent aux consommateurs d'H.., de se développer en leur procurant
"-

leur substrat énergétique. Etant donné que les deux organismes profitent

mutuellement l'un de l'autre, il est donc possible de considérer cette

relation comme une véritable symbiose.
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Les relations d'ordre troprlique existant entre les bactéries anaérobies

productrices et consommatrices d'H2 sont encore plus étro j tes lorsque le

substrat organique dégradé par les unes ne permet pas la synthése

d'accepteurs d'é lectrons internes, En effet. les substrats très rédui ts

comme les alcools ou les acides gras saturés ne se dégradent qu'en

utilisant un accepteur externe d'électrons représenté exclusivement. dans

le cas de ces bactéries productrices obI igatoires d'H2 <BPOH), par les

protons, Lorsque H'J s'accumule dans Je milieu, ces derniéres sont alors
~ .

incapables d'orienter leur métabolisme vers l'utilisation d'un autre piège à

électrons. Cette accumulation d'H2 inhibe progressivement leur

métabolisme et leur croissance et ce, tant que l'aqent inhibiteur (H")) n'est- -
pas enlevé par les bactéries hydrogénophiles. On ut'ilise le terme de

syntrophie pour qualifier cette association particulière entre bactéries

anaérob ies.

4.2 TIH obligatoire: les associations syntrophiques

Puisque les bactéri es svntrophiques class iques qu i ut il isent

obligatoirement les protons comme seuls accepteurs d'électrons, sont

inhibées par leur métabolite H'?, elles ne sont en aénéral pas capables de
~ J

se développer en culture pure. On ne peut les cultiver qu'en coculture avec

un partenaire capable de consommer cet H'J . Dans ces cocultures. la
~ .

dépendance entre les deux organismes est si étroite qu'initialement, les

associations syntrophiques ont été considérées comme un seul et même

organisme, effectuant à la fois la dégradation du substrat organique et la

réduction de l'accepteur terminal d'électrons (Barker 1940, Bryant et al.

1967).
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La prem ière cul ture bactérienne reconnue en tant que coculture

syntrophique (Bryant et aL 1967) est !1ethanobaclllus omellanskll qui

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

Plus tard, d'autres assoclat ions syntrophiques dégradant le propionate

(Boone et Bryant 1980), le butyrate (Mclnerney et aL 1979, 1981, Stieb et

Schink 1985), les acides gras à longues chaînes (Stieb et Schink 1985, Roy

et aL 1986), les acides gras à chaînes ramlfiées (Stieb et Sch'Înk 1986),

les acides aromatiques (Mountfort et Bryant 1982, Mountrort et aL 1984,

Szewzyk et aL 1985, Barik et aL 1985), les acides aminés (Naninga et

Gotschal 1985, Stams et Hansen 1984) ou l'acétate (Zinder et Koch 1984)

ont été découvertes. L'associat ion !1ethanobaclllus omellansklln'est donc

pas un phénomène exceptionneL

4.3 Rôle du TIH au cours de la minéralisation de la biomasse

La découverte des associations syntrophiques a permis d'expliquer la

dégradation anaérobie des substrats non fermentescibles dans des

conditions standard (Il faut cependant signaler, qu'il a été montré

récemment que l'éthanol peut aussi être fermenté grâce à la réduction du

C02 (Laanbroek et al. 1982, Eichler et Schink 1985, Samain et al 1982. )).

Dans les environnements anoxiques exempts de sulfate et de nitrate, seul
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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 réduisent le C02,comme les bactéries

méthanogènes, n'ut il isent qu'un spectre très limité de substrats. Excepté

le formiate et l'acétate, elles ne dégradent pas les autres acides gras et

ne sont pas très performantes en ce qui concerne la dégradation des

alcools autres que le méthanol (WiddeI1986). Leur rôle dans la dégradation

anaérobie de la matière organique est d'oxyder J'acétate et J'H2'

~ CH3-COO- T H20 ~ CH4 T HC03-

tLJ..Q H2 T HC03- T HT
ç::::) CH4 T 3 H20

L'utilisation des protons (amplement disponibles dans tous les milieux

aqueux), en tant que piège à électrons, est limitée pour des raisons

énergétiques (c.f. Introduction 2.5). Cependant, en présence de bactéries

consommatrices d'H2' la dégradation des produits issus du processus de

fermentation devient possible via le TIH. La figure 2 éclaircit le rôle

fondamental du TIH dans la minéralisation anaérobie de la matière

organique et plus particulièrement dans la production de biogaz (Zehnder

1978, Bryant 1979, Mah 1982).

4.4 Théorie du recyclage de H2: une ·syntrophie· représentée par

un seul organisme

Les B5R classiques appartenant au genre Oesu/(ovlbr/o sont connues pour

être des bactéries oxydant efficacement H2 CBadziong et Thauer 1978,

1980, Badziong et a1. 1978, Brandis et Thauer 1981, Kristianssen et al.
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Bactéries méthanogènes

Fig. 2
Flux d'électrons au cours de la dégradation de la matière.organIque
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1982). Il a été plus diffici le de comprendre pourquoi, en présence de

sulfate, ces bactéries produisaient également de l'H2 au cours du

métabolisme du lactate (Hatchikian et al 1976, Tsuji et Vagi 1980, Traoré

et al. 1981) que d'expliquer pourquoi en l'absence de sulfate, elles jouaient

le rôle de bactéries acétogènes produisant de l'H2 quand elles étaient

mises en présence de bactéries méthanogènes consommant cet H2

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

Dans les différentes publ ications traitant ce sujet, le rôle de l'H2 produit

et réoxydé pendant la dégradation d'un substrat organique par les bactéries

sulfato-réductrices a été l'objet de controverses:

üdom et Peck (1981) ont conclu que H2 est un produit intermédiaire

obligatoire du métabolisme des espèces de Oesulfovibr/() , en se basant sur

le fait que les sphéroplastes de Oesulfovibrio qui ont perdu l'hydrogénase

périplasmique, ne dégradent H2 qU'aprés addition d'hydrogénase et de

cytochrome c3. Selon ces auteurs, il existerait un mécanisme semblable de

réoxydation des équivalents réducteurs chez les BSR mais également chez

les bactéries homoacétogènes (Peck et Odom 1984) qu'ils ont dénommé

"recyclage d'hydrogène" C'hydrogen cycling"). Selon cette idée, une

bactérie fermente un substrat organique comme le lactate, en H2 )C02 et

acétate et récupère l'H2 excrété en effectuant une respiration. Son

métabolisme correspond donc formellement au métabolisme d'une culture

syntrophique. Cependant, Lupton et al. (1984) ont conclus de leurs

observations que les espèces de Oesu/fovlbr/o dégradaient le lactate

après un jour d'incubation en présence d'H2 presque autant qu'en l'absence

d'H.., et que H,? n'était donc pas un produit intermédiaire mais un produit
... <-

secondaire contrôlant le niveau d'oxydo-réduction des transporteurs
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d'électrons internes.

A l'heure actuelle, il existe deux modèles expliquant le fait qu'H2 est

produit et consommé au cours de la dégradation du lactate par Oesulfovibir.

SPfJ. (Fig. 3, 4). Selon le modèle de Lupton et al. (1984), le gradient de

proton est créé grâce à une translocation classique des protons couplée à

la réoxydation des équivalents réducteurs (Hypothèse de la respiration de

Mitchel\). Par contre Odom et Peck (1981) proposent la création d'un

gradient de protons par la séparation des charges issues de J'oxydation de

l'H2 : les charges positives (2 H+) restent alors dans l'espace

périplasmique et les charges négatives (2 e-) sont transférées dans le

cytoplasme pour réduire le sulfate.

La mise en évidence de deux hydrogénases chez Oesu/fovibrio vu/gans

J'une périplasmique et l'autre cytoplasmique (Lupton et al 1984, Pankhania

et al 1987) est en faveur de J'hypothèse d'Odom et Peck.

5 Oxydat ion de l'H2

Dans J'atmosphère ambiante, l'oxydation de l'hydrogène n'est possible que

lorsqu'e1le est catalysée (même le 'KnaJ1gas' const i tué de 80 %d'H2 + 20 %

d'02 ne réagit pas spontanément). La réaction d'oxydation de l'H2 la plus

connue est celle qui est catalysée par les microorganismes. Dans les

environnements contenant des sources d'énergie favorables à la croissance

bactérienne, les bactéries capables de dégrader ces substrats vont se

développer forcément. Par exemple, on observe de façon générale la

présence de bactéries hydrogénophiles dans les biotopes contenant de
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l'hydrogène, Ces bactèries hydrogénophi les peuvent être t"aci lement Isolées

sur des milieux contenant une source d'hydrogène abiotique ou biologique

(Abram et Nedwell 1978a, Sorensen et al 1981), Les bactéries présentes

dans les sols aérés catalysent également l'oxydation de l'H2' après

exposition de ces sols à H2 (Ougani et al. 1986)

5.1 Organismes catalysant roxydatlon de H2

Les organismes qui oxydent l'hydrogène appartiennent à dHférents groupes

bactérIens physiologiquement et taxonomiquement différents, Ces groupes

ont en commun les points suivants:

- des enzymes hydrogénases qui catalysent l'étape initiale d'oxydation de

l'H2'

- utilisation d'un accepteur externe d'électrons qui reçoit les électrons

produits par l'oxydation de H2' .

- une chaîne de transport d'électrons qui permet le transfert des électrons

fournjs par l'oxydation de l'hydrogène vers l'accepteur d'électrons externe.

Au cours de ces réactions de transfert d'électrons, il y a conservation de

l'énergie par utilisation de la force proton-motrice (FPM) grâce à

l'ATP-ase.

Ce dernier point indique que les bactéries oxydant l'hydrogène sont des

bactéri es qui respi rent. Cependant, dans la littérature certai ns auteurs

comme Lancaster (1986) n'excluent pas la possibilité d'une

phosphorylation au niveau du substrat au cours de la dégradation de H2'

Mais à l'exception de cette phosphorylation oxydative (respiration), on ne

connait pas à l'heure actuelle d'autre mécanisme de conservation de
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l'énergie permettant la production d'ATP à partir de l'oxydation de l'H2. Par

conséquent nous considererons que les bactéries oxydant H2 sont des

bactéries qui effectuent une respiration.

On peut classer les bactéries qui oxydent H2 en fonction des accepteurs

d'électrons qu'elles ut il isent et de ce fait en fonction de leurs

métabolites excrétés. Tous les groupes physiologiques de bactéries

possédant une chaîne respiratoire (bactéries effectuant une réduction

dissimilatrice d'accepteurs d'électrons externes) ont des representants

capables d'oxyder l'hydrogène. Comme c'est surtout la réaction d'oxydation

de H2 plutôt que la position taxonomique de l'organisme catalyseur qui

nous intéresse, nous avons classé les principales réactions biologiques

consommant de l'hydrogène, actuellement connues, en fonction des

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

Dans la mésure où l'hydrogène 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

l'hydrogène, présentent un intérêt particulier. Les bactéries méthanogènes

(Zehnder et lngvorsen 1982, Fardeau et Belaich 1986) et les bactéries

sul fato-réductrices (Badziong et Thauer 1978, 1980, Badziong et al. 1978,

Brandis et Thauer 1981) Cypionka et Pfennig 1986) sont les bactéries

anaérobies oxydant H2 les plus importantes et les mieux étudiées.

5.2 Compét1t1on pour l'hydrogène

Dans les biotopes naturels exempts d'oxygène, les concentrations en



labo 2 - Accepteurs d'électr'ons utilIsés pour J'oxydatIon de J'hydrogène par'
diHérents genres bactérIens.

accepteur accepteur 6G" genre bactérien références

oxydé réduit [kJ/ mole H2J (example) bibliographiques

He07- acetate -26.2 Acetobacterium Wieringa 1940
..J

HeO - méthane -33.9 Methanosarcina3
S' sulfure -28.0 Desulfovibrio ,(Wolinella) Biebl et Pfennig 1977

Methanococcus Stetter et Gaag 1983

SO -- sulfure -38.0 Desulfovibrio4
S..,07-- sulfure -43.5 Desulfovibrio

L. ..)

S03- sulfure -43.2 Desulfovibrio

fumarate succinate -86.2 Wolinella ,CDesulfovibrio) Krbger 1978

méthanol méthane -112.5 Methanosarcina Müller et al. 1986

ferulate hydroferulate Wolinella Ohmiya et al 1986

cafféate hydrocafféate -85.5 Acelobacterium Tschech et Pfennig 1984

nitrate ammonium -149.9 Desul fovibrio ,(Woi inella) Seitz et Cypionka 1986

nitrite ammonium -145.5 Desulfovibrio Seitz et eypionl<a 1986

nitrate azote -224.1 Paracoccus

oxygène eau -237.3 Paracoccus

acétate éthanol -4.9 Desulfobulbus ll Laanbroek et al. 1982

butyrate butanol -8.2 Clostridium " Jewell et al. 1986

propionate propanol -6.1 Clostridium ll Jewell et al. 1986

glycerol propanediol Desul fovibri 0 Il ce travail

------ ----------------------------
if pas de croissance selon la réaction décrite
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hydrogène sont extrêmement faibles. Cela est dû à une oxydation efficace

de H2 par les bactéries anaérobies hydrogénophiles. En fonction de la

disponibilité des accepteurs d'électrons, les différents groupes de

bactéries anaérobies oxydant H2 entrent en compét it ion pour l'hydrogène

excrété par les bactéries fermentat ives. Dans les environnements

anaérobies contenant des concentrations extrêmement faibles d'H2 (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 à utiliser cet

hydrogène sont donc favorisées. La compét it ion pour l'hydrogène entre les

bactéries sulfato-réductrices <BSR) et les bactéries méthanogènes <BM)

est la mieux étudiée.

Dans les sédiments marins riches en sulfate, la production de méthane

s'est avérée négligeable <Jargensen 1980, Martens et al. 1974, Oremland

et Taylor 1978). L'addition de sulfate à des sédiments d'eau douce (ne

contenant pas de sulfate) produisant du méthane provoque une inhibition de

la méthanogénèse (Winfrey et Zeikus 1977, Sansone et Martens 1981) et

simultanément une production importante de sulfures. L'idée initiale d'une

inhibition des bactéries méthanogènes par le produit final de la réduction

du sulfate a été rejetée lorsqu'il a été démontré que l'H2S n'influait pas

significativement la production de CH4 aussi bien dans les environnements

naturels (J0rgensen 1977) qu'en culture pure (Mountfort et Asher 1979).

L'effet inhibiteur du sulfate sur la méthanogénèse n'a été observé qU'avec

des populations bactériennes naturelles et jamais en culture pure de

bactéries méthanogènes. C'est pour cette raison que, dans les biotopes

naturels, l'effet inhibiteur du sulfate sur la méthanogénèse est

interprétéecomme une compétition cinétique vis-à-vis de substrats
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communs entre B5R et Br"1. (Mountfort et al. 1980. Lovley et al 1982.

Abram et Nedwe11 1978). Des études cinétiques réalisées en culture pure

ont finalement prouvé que les BSR remportaient sur les BM au cours du

processus de compétition pour H2 grâce à leur plus grande affinité pour

des substrats communs importants tels que l'acétate (Schbnheit et al.

1982) et l'hydrogéne (Lov1ey et Klug 1983, Lov1ey et al. 1982, Robinson et

Tiedje 1984, Kristianssen et al. 1982). Cependant l'inhibition totale de la

méthanogénèse par la sulfoato-réduction ne s'exp] ique pas uniquement par

(jes paramètres cinétiques. En conséquence. Lovlev (1986) a récernrnent. .

proposé que le seui 1 de concentration dllydrogéne C'thresho1d

concentration") utilisable par les différents organismes soit considéré. au

détriment des paramètres cinètiques (w, max 1 km), comme le facteur

déterminant le résultat de la compétition pour l'hydrogène. Selon cette

hypothèse, ce n'est pas la vitesse inférieure d'oxydat ion des traces

d'hydrogène qui pourrait expliquer l'incapacité des bactéries méthanogenes

à être compétitives pour l'hydrogène en présence de BSR actives, mais'

l'impossibilité d'oxYder H0 en dessous d'une certaine concentration (seuil. ....

de concentration d'H0). A l'heure actuelle. il est difficile de choisir entre.- .

le modéle cinétique ou le modéle de seuil de concentration pour décrire le

plus exactement possible le processus de compétition pour l'H2' 1] est

d'ailleurs possible que ces modèles jouent tous les deux un rôle dans la

nature.

La concentration apparente en hydrogène détermine non seulement la

vitesse (modèle cinétique) ou la capacité à dégrader H2 mais contrôle

également. du moins en théorie, le taux de production de l'hydrogène et par

là même le taux de croissance des bactéries syntrophiques (Powell

1984,1985. Archer et Powel11985). Selon les calculs de Powell, dans de
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telles associations syntrophiques) la capacité du consommateur

d'hydrogène à mainteni~ la pression partielle d'hydrogène à un bas niveau

devrait déterminer le taux de croissance de la coculture entière.

6 Carros1on du fer

6.1 Le fer à la surface de la terre

A la surface de la terre) le fer ne se trouve pas naturellement sous forme

métall ique (fer élémentaire) pour deux raisons:

- Il s'oxyde spontanément dans des conditions humides et aérobies

(c'est-à-dire dans presque tous les sols et les eaux ).

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

ramenant à l'état métallique (degré d'oxydation 0).

Les seules espèces du fer qui prennent part à 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 rizières) correspondent souvent à des zones anérobies riches en

fer ferreux combiné sous forme de sulfures (FeS). Dans les environnements

anaérobies, le fer ferrique est donc un oxydant et dans les biotopes riches

en oxygène, le fer ferreux est un réducteur.
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d'hydrogène à maintenir la pression partielle d'hydrogène à un bas niveau

devrait déterminer le taux de croissance de la coculture entière.

6 Corrosion du fer

6.1 Le fer à la surface de la terre

A la surface de la terre., le fer se trouve naturellement sous forme

métallique (fer élémentaire) pour deux raisons:

- Il s'oxyde spontanément dans des conditions humides et aérobies

(c'est-à-dire dans presque tous les sols et les eaux ).

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

ramenant à J'état métallique (degré d'oxydation 0).

Les seules espèces du fer qui prennent part à 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'oxydat ion 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 rizières) correspondent souvent à des zones anérobi es riches en

fer ferreux combiné sous forme de sulfures (FeS). Dans les environnements

anaérobies, le fer ferrique est donc un oxydant et dans les biotopes riches

en oxygène, le fer ferreux est un réducteur. Par ailleurs, le fer entre dans

la composition de nombreux transporteurs d'électrons (cytochromes) ainsi

que dans la composition de certaines molécules chargées de véhiculer

l'oxygène (hémoglobine).
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Se Ion son degré d'oxydat ton, le f'er élémentatre Fe(O) est un réducteur plus

puissant que le fer ferreux et constitue un agent réducteur aussi bien dans

les environnements aérobies qu'anaérobies. On peut alors considérer le fer

méta J1 ique comme un composé rédui t art if icieJ1ement (au dépens d'une

perte d'énergie considérable). C'est donc un donneur d'électrons puissant

qui a tendance à s'oxyder en présence d'oxydants naturels (accepteurs

d'électrons) au cours de réactions chimiques (accepteur d'électrons =

oxygène) ou de réactions catalysées biologiquement (accepteur d'électrons

=sul fate).

6.2 Corrosion aérobie: formation de rouille

Le type de corrosion le plus important sur le plan économique est

certainement la corrosion aérobie qui a pour résultat la formation de

rouille. La corrosion est un processus électrochimique qui se déroule

spontanément à la surface du métal lorsque celui-ci est placé en milieu

aqueux et en présence d'oxygène. Dans la 1i ttérature (Mi 11er et King 1975· ),

ce mécanisme s'explique de la façon suivante:

Lorsque qu'un métal ferreux est immergé en milieu aqueux, il commence à

dissoudre très lentement des cations Fe2+ (qui peuvent à nouveau être

oxydés en Fe3+ par l'oxygène). Cette réaction s'appel1e la réaction

anodique. Les deux électrons libérés au cours de l'oxydation d'un atome de

fer (0) restent dans le réseau métal1ique ce qui correspond à une réduction

du fer. La réaction anodique peut donc être considérée comme une

dismutation du Feo en Fe2+ et en Feo-. Les charges négatives qui restent à
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la surface du rel' dans le réseau métallique ne peuvent pas s'accumuler

dans un système conducteur tel qu'un métal. Elles se répartissent donc à

la surface du métal et peuvent être consommées (oxydation du fer) par des

oxydants tels que l'oxygène (réaction cathodique, Fig. 6 de l'article 7).

C'est uniquement après l'enlèvement de ces électrons que l'on observe une

dégradation effective du métal. Le processus de corrosion qui correspond à

l'ensemble des deux réactions anodique et cathodique se poursuit et

aboutit à la dissolutlon du fer dans le milieu, mesurable par la perte de

poids du méta 1.

Dans les environnements aérobies tels que les réseaux d'égout. où l'on

observe généralement une activité microbienne intense, les bactéries

aérobies peuvent accélérer ce processus de corrosion en produisant des

acides corrosi fs (Mi lde 1983) ou en créant des cellules d'aération

différentielle (Daum as 1987). Cependant, la formation de rouille qui est le

résultat de- l'oxydation du fer ferreux en fer ferrique, ne dépend en aucun

cas de l'act ivi té bactéri enne.

6.3 Polarisation: comportement théorique du fer en milieu

aqueux exempt d·oxygène

En l'absence d'oxygène, la réaction anodique, qui est la réaction de

corrosion proprement dite, est identique à celle décrite dans le cas

d'une corrosion aérobie. Pal' contre. la réaction cathodique est différente

en ce sens que les électrons libérés dans le réseau métallique sont

utilisés pour la réduction des protons provenant de la dissociation de

l'eau avec pour conséquence la production d'hydrogène. De manière
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générale, l'hydrogène formé s'adsorbe à la surface du métal sous forme

d'un film protecteur et la vitesse de la réaction cathodique devient si

lente qu'el1e est inefficace à déplacer le système dans le sens de la

consommation des électrons. L'ensemble est alors en équilibre; Ce

phénomène 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 m1crobienne

Dans les environnements stériles anaérobies, la corrosion du fer n'est

généralement pas significative. Par conséquent, l'importance de cette

corrosion observée dans des biotopes exempts d'oxygène, a été attribuée à

l'activité des bactéries. La corrosion microbienne en l'absence d'oxygène a

une grande importance économique. En effet, aux Etats-Unis, les pertes

occasionnées par ce type de corrosion, principalement des canalisations

enterrées (habituellement limitées en 02), ont été estimées entre 0,5 et 2

xlO 9 dollars (Greathouse et Wessel, 1954, cités par Postgate 1979).

C'est dans l'industrie du pétrole aussi bien au niveau de la production, du

stockage que du transport (pipelines) du pétrole (cJ. article 7) et dans

l'industrie géothermique (Daumas 1987) que les cas les plus importants de

corrosion anaérobie ont été observés. Les ouvrages endommagés présentent

généralement une morphologie de corrosion en piqûres ("pitting corrosion")

qui peuvent aboutir rapidement à des perforations. La corrosion anaérobie

a généralement été attribuée aux B5R.
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Une revue détaillée du rôle dominant des BSR dans la corrosion anaérobie

du Fer est présentée dans l'article 7. Si l'enlèvement du film protecteur

d'H'l à la surface du métal par les BSR. entraînant l'accélération exclusive
~ .

de la réaction cathodique, est effectivement le principal mécanisme

responsable de la corrosion anaérobie, d'autres bactéries anaérobies

oxydant l'H'), autres que les BSR, devraient être capables de provoquer ce. ~.

type de corrosion. L'effet des bactéries hydrogénophiJes aérobies et des

bactéries méthanogènes oxydant l'H2J sur la corrosion anaérobie du fer a

déjà été étudié et n'a pas été jugé significatif (Booth et al 1968). Ce

résultat met donc en relief l'importance éventuelle de la production de

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

L'un des buts du présent travai l a été de tester l'effet d'autres bactéries

oxydant H2 mais ne produisant pas de sulfure, sur l'oxydation anaérobie du

fer afin de n'étudier que le rôle de la consommation bactérienne

d'hydrogène cathodique.

Si, en anaérobiose, le fer métallique réduit vraiment les protons en H'), on
~.

devrait alors pouvoir mesurer, dans ces conditions, une production d'H'l à....

partir du fer. Un autre but de ce travail a donc consisté à démontrer la

production de H2 produit par le fer mètallique immergé en milieu anoxique.

7 Objectifs de recherche

Dans l'état actue1 des connaissances. il reste encore que Jques questions

sans réponse qui constituent les buts même du présent travail:
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e Rôle du métabolisme de l'H2 dans le TIH

eExistence d'un TIH à partir des composés en Cl qui ne permettent pas une

phosphorylation par la réaction phosphoroclastique,

eLe TIH est-il toujours un avantage pour le donneur d'H2 ?

eEst-ce le seuil de l'oxydation de H2 ou les paramètres cinétiques qui

déterminent le succès d'un organisme dans la compétion pour l'H2 ?

eA quoi est dû le seuil de la concentration oxydable d'H2 ?

e Est-ce qu'il existe un transfert d'H2 entre le fer et une B5R similaire au

TIH?
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Bésullais el Discussion

1 Détermlnatlon des sulfures dlssous et préc1p1tés

Dans la plupart des expériences présentées dans cette étude, il a été
~

nécessaire de déterminer quantitativement les sulfures, et plus

particulièrement pour les expériences de corrosion dans lesquelles les

sulfures produits ont tendance à précipiter avec les ions Fe(l!) dissous, La

détection des sulfures par les méthodes classiques de distillation aurait

demandé beaucoup de temps. Une méthode rapide et facilement réal isable

pour la quantification des sulfures précipités et dissous, non disponible

jusqu'à présent, a été mise au point dans ce but (article 1),
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A quick method for the determination of dissolved
and precipitated sulfides in cultures of sulfate-reducing

bacteria
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Summar)

Dissoived sullide was delermined spectropholOmetricall\' as a colloidal solulJon of copper sulfide. Calibra

(Ion curves .... ere hnear. Maximal deviallon error was below 5c~. SuUide preCipll.lled as FeS was <Ulenmned

afler aCldiftcalJon of the medium.

Kev words: Ferrous wlfidi' - SpecrrophOlomerric sul/Ïde detection - SlOndard preporocion - sul/Ïde cali·
brarlOn cur\'e

Introduction

Sulfide in cultures of sulfidogenic bacteria is usually determined by the methylene
blue reaction [J, 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 bacteria (SRB) is 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.

\'laterials and \lethods

The copper reagenr consisted of HCI (50 mmol' 1) and CuSO. (5 mmol !). The
reaction was:

0167-7012 85 SOl30 © 1985 Elsevier Science Pubhshers B.v. (Biomedical Dlvi,ionJ
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Procedure
AlI culture vessels were completely filled. If not, the pH of the culture was increased

to pH 10 to reduce loss of volatile H2S 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, 1cm measuring cuvette. The
culture fluid was rapidly injeeted into the stirring reagent. Immediately after mixing for
5 s, the absorbance was measured at 480 nm in a Bausch & Lomb Speetronic 21
photometer. The mixture of 0.05 ml culture liquid and 1.95 ml HCl (50 mmol/l) served
as blank.

The magnetically stirred cuvette couId 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 N2 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 N2 filled, septum sealed test tubes (Hungate tubes, Bellco Glass Inc.,
Vineland, NJ, USA).

A washed crystal of Na2S, 9H20 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 ml 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 Na2S are
alkaline (pH 12), volatile H2S in the gas atmosphere was negligible.

Precipitated sulfuJe
In culture media containing dissolved Fe2+, the produced sulfide was partiy 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 ail FeS dissolved and total sulfide
was determined as described above. Undissolved sulfide was calculated by subtraction
of dissolved sulfide from total su1flde.

Results and Discussion

Aliquots of sulfate-reducing baeterial cultures, cu1tivated without gas phase in the
medium of Widdel and Pfennig [7], when added (1 :4, v/v) to the acidic CuS04 solution
[l, 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. HCI
(50 mmol/ 1) 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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TABLE 1

Methylene blue reaction C opper sullide reaction

Reaction time

Maximal error

Detection iimit

Calibration curee

Highly toxie resid ues

20 min

below SOi:
0.01 mM

not Iinear
100 ml N. S-dimethyi-IA-phenvlene-diamonium

dichloride~onLainingsolution

0.5 min
below Sa;.
0.1 mM

linear

none

the calculated straight regression line was less than 5%. 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%.

Sorne 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]). ln these cases,
only excess suLflde remains dissolved in the medium. After sedimentation of the FeS
nocks. the remaining dissolved sulfide was determined as above. After acidification of
the culture liquid (see above), the FeS dissolved, and total produced sulfide could be
determined. Compared to the methylene blue reaction [J. 2], the determination of
dissolved sulfide in cultures of sulfate-reducing bacteria with the described method was
more rapid with similar aœuracy and no toxic products (Table J).

No other anions usually present in bacterial cultures or biological environments
precipitate with copper in acidic solution. Therefore this method may aiso be applied
directly in natural habitats of suliate-reducing bacteria (marine sediments).
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2 Transfert 1nterespèces dOhydrogène (TIH)

2. 1 TI H à part1r du fructose

Il a été découvert fortuitement que la souche Desu!fov!lJr!o JJ était

capab le de dégrader le fructose. Le métabolisme des hydrates de carbone

chez les espèces de Oesu!fov!lJnÎ..? n'étant pas connu, il nous a semblé

"intéressant d'étudier la 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 sulfate. Il nous a

semblé plus particul ièrement intéressant de voir si en l'absence de

sulfate, les bactéries méthanogènes hydrogénophiles pourraient jouer le

rôle d'accepteur d'hydrogène comme précédemment observé avec d'autres

souches de Desu!fov!br!o utilisant le lactate (Bryant et al. 1977, Traoré

et al. 1983, 1983 a) et dans ce cas, de voir également si, en enlevant l'H2'

l'équilibre de la fermentation était deplacé vers une production accrue (ou

exclusive) d'H2 et d'acétate permettant ainsi une formation plus

importante d'ATP (c.f. Introduction 3.5, 3.7)(article 2).
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Fructose Degradation by Desu(fouibrio sp. in Pure Culture
and in Coculture with Methanospirilluln hungatei

Ralf Cord-Ruwisch. Bernard Ollivier. and Jean-Louis Garcia

Laboralory of Microbiology. ORSTOM. Universlly of Provence. Marseille. France

Abstract. In a mineral medium containing sulfate. the sulfate-reducing bacterium Desulfovibrio
sp. strain JJ degraded 1 mol of fructose stoichiometrically to 1 mol of H2S. 2 mol of acetate, and
presumably 2 mol of CO2 . 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 Me'hanospiril
lum hungarei replaced sulfate as hydrogen sink. In such cocultures. 1 mol of fructose was
converted to 2.cetate. methane, succinate, and presumably CO! in varying concen:rations. The
growth yield of the H 2,transferring association was 33 g dr~' weight/mol fructose. In the absence
of sulfate. Desulfovibrio strain JJ slowly fermented 1 mol of fructose to 1 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 bacteïia.

Sulfate-reducing bacteria (SRB) are known as typi·
ca! organisms ',\Illich end-oxidize organic matter to
COl in strict anaerobic sulfate-containing natural
envjronments [11, 13,21,26]. Their metabolism is
specialized in d~grading the products excreted by
fermenting bacteria: acetate, propionate, butyrate.
and hydrogen are their main substrates in anaerobic
sediments [231. They also degrade other fermenta
tion products Iike 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
pucose [1], but no other carbohydrates. (Filter-ster
i1ized glucose was not degraded by this specics [12];
this indicates isomerization of glucose by heat. par
tially to fructose [12, 171.) However, growth of D.
nigrificans on fructose is very poor and slow CR.
Klemps. persona! communication). Furthermùre.
Desuifotomaculum species. which are ail sporulai,
ing rods, are more closely related to the fermenting
and homoacetogenic bacteria of the genus Closrrid
ium than the other SRB, as evidenced by 16S-rRNA
homology studies [12], by their gram-positive ceU
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 Desu{fovibrio have never
been shown to degrade carbohydrates in pure cul
ture [20].

Materials and Metbods

Organisms. Desulfouibrio strain 11 was obtained by repurifica
tion of a culture vf a Deml/ouibrio strain isolated by J.W. Jones
(University of Illinois) [10]. Methanospiri/lum hungatei (DSM
864) was isolated from the defined syntrophic association with
Syntrophus bushwelUi (DSM 2612 TB).

Medium and groW1b conditioDS. The anaerobic Hungate tech
nique [8J as modified for the use of syringes (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 pn:viously described [5]. Jn the cocul
ture and fennentation 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 çoculture and monoculture experiments re
spectively. Cell dry weight of the centrifuged and washed (phos
phate buffer. 50 mmoi/literl ceUs was determined after drying at
60°C. All chemicals used were of reagent quality.

AnalyticaJ Dlethods. Ail detenninations were repeated twice.
Sulfide was determined spectrophotometJically as colloidal CuS
[4J. Methane and alcohols were determined by gas chro'llatogra
phy (Varian Arrograph 2700; injection: 250°C; column: 3 m x t
in. stainless steel. Porapack Q 80-100 mesh. 215°C; carrier gas:
N~, fiow rate: 30 ml/min; detection: Rame ionization 24 5°C).

Fructose and organic acids were measured by HPLC

Address reprint requests to: Dr. RalfCord·Ruwiscr.. Laboratoire de Microbiologie. ORSTüM. Université de Provence. 3 Place Victor
Hugo. f-13331 MarseiJie cédex. 3 France.
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Fig. 1. Time course of fructose degradaùon and end-product
formation by Desuifovibrio sp. stmn JJ in the presence of sul
fate; e--e, fruc.tose; À-À, ac.etate;and .-., sulfide.

(pump: Analprep 93, Touzan et Matignon. Vitry sur Seine,
France; t10w rate: 0.6 ml/min; iqjection loop: 100 /0'1; column:
Amines Ion-Exclusion HPX-87H, 300 x 7.8 mm, Bio-Rad. Rich
mond, Califomia; column temperature: 40°C; detection: difTeren·
tial refractometer, Knauer, Berlin; recorder integrator: Chroma
topak C-R3A, Shimadzu, Kyoto).

Parity 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, ail isolated'colo
nies were examined microscopically.

PmiflcadOD tedmique. The strain was repurified by repeated ap
plication of the agar shake diluùon technique [27], modified by
using Hungate tubes and sterile syringes after each dilution step.
Agar was washed five tirnes with distilled water. The strain was
also repurified on Hz, according to the anaerobic roll tube tech
nique {9J. In this case, "Noble-Agar" (Difco), acetate (1 mM),
and vitamins were the only organic compounds.

ResuIts
The Desuifovibrio sp. isolated by J.W. Jones [10]
and called D. vulgaris strain JJ was previously used
to serve as H2 consumer in mixed defined cultures
with the homoacetogenic Sporomusa acidovorans
[17] on fructose (unpublished results). Sulfate was
reduced to sulfide by this coculture as weIl as by the
control essay, containing fructose and inoculated
only with Desulfovibrio strain 11. After two days of
incubation, strain 11 was grown to a higher optical
density (OD = 0.9 at 580nm) than the pure culture
ofS. 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 11 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. AlI
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
H2 as the energy source. The colony was suspended
aseptically in liquid mineraJ medium and was di
luted by successive transfers into a series of sterile
tubes containing H2 as the sole energy source. The
last positive tube (llth) of this third dilution series

. served as the inoculum for the following experi
ments.

Fructose was degraded to acetate, sulfide, and
presumably to CO2 (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 11 as calculated from fructose disap
pearance was 10 h.

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

2 C6H I20 6 - 2 -00C-eH2-CH2-COO-
+ CH3-COO- + CH3-CH20H + 5H+ + H20

~OO' = -266.4 kJ/mol fructose

Under these conditions the growth of De
suifovibrio sp. strain 11 was extremely slow (~ 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 11 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, C~,
and presumably CO2 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. Result~ of experimenls of anaerobic fructose degradation by Dl!sulfol'ihrio slrain 11 ln lhe presence of sulfate (\ines 1-4)
in lhe absence of sulfate (lines 9-10), and in the absence of sulfate in the presence of ;'vfechanospiril/um hunl?ucei (\ines 5-8)

Fructose OD Dry weight Y Fructose H~5 (5) e-

Line degraded 1580 nm) (g!liler) (glmol) assim. Acelate or CH. (Ml 5uccinate Ethanol Recovery

5.0 0.45 0.207 41.4 1.42 6.9 3.9 (5) 0,0 100
2 \0.0 0.80 0.417 4l.? 2.87 1,4.1 8.3 (5) 0,0 105
3 J5.0 0.97 O.sn 38.5 3.97 18.8 12.8 (5) 0.0 96
4 20,0 1.10 0593 29.7 4.08 :n 16.2 (5) 0.2 93

5 50 0.42 0.177 35.4 1.22 5.1 3.5 (M) 1.0 93
6 10,0 070 0313 31-3 2.15 9.2 6.5 (;"'0 3.4 93
7 15.0 0.90 0365 24-3 2.51 12.4 8.5 lM} 6,3 87
8 17 8" 0.98 0.438 24.6 3.01 15.0 90 (M) 114 99

9 5.0 0.15 n,d.' 13.2' 0.53 :.0 4.2 1.3 91
\0 69" 0,22 n.d.' 14,0' 0,66 2.6 58 2,1 85

Fructose was the sole carbon and energy source. Highest growth yield was obtained on 2.5 mM fruclose (45 gimol calculated from
opticaJ density [ODJ).
" Fructose given (20 mM and la m.M) was nOI completely Jegraded.
b Not determined.
, As caJculated from oplical density.

constant: The relative portion of succinate in
creased with the amount of fructose degraded (Fig.
2 and Table n. Besides acetate. melhane. and suc
cinate. no other organic compound was produced,
The doubling time of this coculture was 21 h. The
maximum cell yield was 35.4 g dry weight/mol fruc
tose degraded.

Discussion

In natural anoxie environments. carbohydrates are
generaJly degraded by fermentative bacteria, 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 Desu/!ouibrio is possi
ble: Desu/!ouibrio strain 11 oxidized fructose stoi
chiometrically to acetate and presumably CO:
during sulfate reduction to sulfide. The growth rate
obtained (10 h) corresponded to that of fructose
degrading homoacetogenic bacteria [24. 28].

Because of the high yield of 41.6 g dry weightl
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,H80 2N [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 ~H3 by H 20: CH 70 3 . This for
mula is used in assimilation equations [24, 25]. The
assimilation equation for fructose is:

Fig. 2. Time course of fructose degradation and end-product
formation by the cocullUre of Desuifovibrio sp. strain 11 and
Mec!ranospiriiillm !runl?Qcei 10 the absence of sulfate: __•.
fructose: ...--.... acetate: :J-.=. methane; and ()-':.
succinate,

17(C6H I20 6) - 24(C4H70 3)

... 6HCOi + 12H20 '1"' 6H-

Corresponding to this equation, 1 g of cell dry
weight equals 6.88 mmol of fructose assimilared.
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:

C6H'206 + SO~- -> 2CH,COO
i" HS- + 2HCOJ" -r 3H-



.. ""'\

288

Therefore, 1 mol of fructose seems formally to be
fermented to 4 mol of Hz 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 Hroxidizing M.
hungatei, which served as an alternative hydrogen
sink. The way of.fructose degradation via acetate,
hydrogen, and COz 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 reduetion to sulfide (1 to 1.3 ATP/sulfate [2,
15]) and COz reduction to acetate, provided glycoly
sis and pyruvate degradation to acetate yield 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 <>re able to re
move the intermediary Hz 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]. AlI these interspecific Hrtransferring co
cultures produce only acetate, COz, and C14.

When grown on fructose in the absence of sul
fate, Desulfovibrio strain JJ was able to use the Hr
consuming M. hungatei as alternative Hz sink.
However, this coupling was not perfect: besides
COz, Cf4, and acetate, snccînate 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 H2• 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 extemal electron acceptors,
strain JJ reduced fumarate to succinate instead of
sulfate to sulfide [data not shown].) ibis incompiete
interspecific hydrogen-transfer indicates a limita
tion of the proce.:iS by Hrconsumption 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 (~ = 250 h). The fermenta
tion of fructos(; to succinate, acetate, and ethanol
by this strain could not play a significant ecological
roie. 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 Stlain JJ has been deposited in
the Deutsche Sammlung für Mikroorganismen
(DSM), Gôttingen, FRG, under the number DSM
3604. Further taxonomical studies of this strain are
in progress.
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Le schéma cl-dessous présente le bllan électronique de la fermentation du

fructose par Desu/fovibrio JJ que nous avons dénommé 0 fructosovorans

COll ivier et al 1987).:

Fermentation du fructose en succinate, éthanol et acétate:
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Dégradation du fructose par réduction du sulfate:

24:::

1

so+ ==) s2- + 1.3 ATP (Nethe-Jaenchen

et Thauer 1980)

10:: = Oxaloacétate, 12:: =fumarate, 14:: = succinate, TE =transport d'électrons, autres
abréviations voir Introduction 3.6.
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Ce schéma montre que la fermentation du fructose en succinate, éth<mol et

acétate peut aboutir à 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

cl-dessus). Cependant la différence en gain d'ATP théoriquement possible

en présence et en l'absence de sulfate (3.5 : 5.3 z 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 à partir de la

biomasse produite) est considérablement Inférieur au rendement théorique.

Le gain d'ATP estimé (10.5 g biomasse sèche 1 mole ATP) 5touthamer

1977) à partir de la biomasse serait respectivement de 4.0 moles

d'ATP/mole de fructose dégradé en présence de sulfate et de 1.3 moles

d'ATPI mole de fructose fermenté. Cela pourrait être dû à l'extrème

lenteur de la croissance au cours de la fermentation (perte d'énergie pour

la maIntenance) ou bIen indiquer que 0. fructosovorafJs ne gagne aucune

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

Outre le fructose, 0. fructosovorafJs dégrade également, en présence de

sulfate, H2, le formiate, le méthanol, l'éthanol, le lactate, le fumarate et

le glycérol. En l'absence de sulfate et en présence de !1etl7afJosjJ/r///u!7.

l7ungate/~ la dégradation de tous ces substrats aboutit à une production de

méthane (Tab.3).

Le fumarate a cependant été dismuté en présence de la méthanogène



Tableau 3: Oéqradation de plusieurs substrats par Oesu/fovlbric
/ructosovorafJs en culture pure (avec 20mM sulfate) et en coculture avec
!1etl7afJosIJIr!//um l7ufJqatei

Produ1ts formés par Oesulfovibrio fructosovorans

en cu1ture pure
Substrat organique [Sulfure]

en coculture avec
tf. hungatei

[Méthane]

méthanol [20]
Ethanol [20]
Fumarate [201
Lactate [201
Fructose [ 10]
GIycéro1 [20]
Malate [20]

concentrations en mM

* absence de croissance

7.3*
7.9
0.2
9.5
8.3
9.8
0.4

5.1 *
7.8
O. 1
5.0
6.5
8.7
O. 1
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consommatrlce d'H2 comme en présence de sulfate. Il n'y a eu productlon nl

de sulfure ni de méthane. Cela montre que le fumarate en tant qU'accepteur

d'électrons a été préférentiellement utilisé par rapport aux protons et au

sul fate. (c.f. 3.4).

Conlusion: Quelque soit le substrat testé et dégradé, on a pu remplacer, en

présence de bactéries méthanogènes consommatrices d'H2' le sul fate

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 être un accepteur d'électrons puissant. Un

transfert interespèces d'H2 <TIH) incomplet par réduction partielle des

intermédiaires probables du métabolisme (oxaloacétate en malate et

fumarate en succinate) a été observé exc lusivement en présence de

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

La vitesse de la fermentation du fructose a été apparamment 1im1tée par

la vitesse d'utilisation des équivalents réducteurs, probablement sous

forme d'H2' On peut donc affirmer que plus l'accepteur terminal d'électrons

sera efficace, plus la dégradation du substrat organique sera raplde. (C'est

l'un des thèmes de recherche présentés dans l'article 6).
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2.2 TIH à part1r du méthanol (un composé en Cl)

Le méthanol s'est avéré être le seul substrat oxydé par 0 fructosovoran:.

sans permettre sa croissance que ce soit en présence de sulfate ou en

coculture avec ft l7ungatei Il est bien connu que dans les biotopes

naturels, le méthanol est généralement dégradé par des bactéries

méthanogènes. Dans l'écosystème étudié ici, une nouvelle bactérie

homoacétogène s'est révélée être la souche la plus abondante parmi celles

capables de dégrader le méthano1. Apparamment, cette souche se trouvai t

également impliquée dans la méthanisation de ce substrat. Le TIH semble

être la seule explication de ce phénomène.

La production de faibles concentrations d'H2 à partir du méthanol est

thermodynamiquement possible (Fig. 1). Cependant, rien ne permet

d'affirmer que la production d'H2 à partir de ce substrat puisse être

directement ou indirectement associée à une phosphorylation. La

possibilité d'une phosphorylation par la réaction de l'acétokinase, telle

qu'elle se produit en général dans les autres syntrophies connues, n'existe

pas dans le cas de la dégradation des composés en C1. Ces composés

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 aCldovorans a été isolé puis testé en tant que

producteur d'H2 à partir du méthanol, en coculture avec différents

consommateurs d'H2 (Articles 3 et 4).
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Isolation and characterization of Sporomusa acidovorans sp. nov.,
a methylotrophic homoacetogenic bacterium
Bernard Ollhier l, Ralf Cordruwisch l, Anna Lombardo z, and Jean~Louis Garcia 1
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Abstract. Sporomusa acidovorans sp.nov. was isolated l'rom
a pilot fennenter inoculated with effluent sampie l'rom the
aleohol distillation industry The isolate was a Gram-nega
tive, mati/e, 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 JS: C; growth
occurred within a pH range of SA to 7.5, with an optimum
at pH 6.5. Growth substrat<::s included methanol. H1 -CO z.
fonnate, fructose, ribose. fumarate. succinate and glycerol.
Yeast extract was required for growth. The organism per
fonned the homoacetogenic reaction.

Key words: Sporomllsa acidovorans - Homoacetogenesis 
Ylethanol - Hydrogen - Fructose

In absence of sulfate, the anaerobic oxidalion of Hz leads to
methane or acetate production. Bacteria ca pable of red ucing
COz to acetate were first observed in non-defined mixed
cultures by Fischer et al. (1931) In 1936 Wieringa described
the enrichmeot and the isolation of the hornoacetogenic
bacterium: CloSlridium acelicum Within the same genus.
other homoacelOgenic Hz oxidizing bacteria have been dis
covered. C. thermoaulOrrophicum was isolated t'rom mud or
soil samples (Wiegel eT aL 1981). A non-identified methanoJ
degrading Clos Iridium strain has been recently described by
Adamse and Velzeboer (1982).

Other spore-fonning Hroxidizing bacteria stained
Gram negative and belonged to the newly described genus
Sporomusa (Mi:iller et al. 1984). Three non spore-fonning
acetate produCJng bacteria have bcen isolated on H 1 Jnd
C01: AcelVbuCleriunl Hoodii !Baleh et al. 197ï)..</. Irt'eringai!
(Braun and Gottschalk J982) and ACl!lOgenium khïli (Leigh
et al. 1981), a thermophilic homoacetogen.

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

:\1aterials and methods

Chemicais. Ali chcmicals \Vere of reagent quality unless
otherwise noted. Gases were purchased from Airgaz
(~Iarseille. France).

Ojfprinl requeS15 10: J. L. Garcia. Laboratoire de Microbiologie
üRSTüM. Université de Provence. 3 Place Victor-Hugo, f-13331
Marseille Cédex 3, France

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

Enrichment and isolarion. Enrichrnent cultures were 10

cubat-::d at 3TC with 10% inoculum l'rom the pilot
fennenter in 60 ml serum bonles containing 20 ml medium
with methanol as substrate. Cultures were transferrtd (2 mil
every 2 weeks into iresh media. For isolation ofaxenic
cultures of the homoacetogenic bacterium. the enrichment
was serially diluted and inoculated into roll tubes (Hungate
1969).

,Vedia. Sporomusa acidovorans was grown on compJex
medium containing the following NH4 C1. 1.0 g; K2HP0 4

3H~O, 0.4 g; MgCI 2 . 6H 20, 0.2 g; cystein-HCl. 0.5 g:
fructose. 6 g: yeast extract (Difco). 1 g; resazurin. 0.001 g:
mineral solution no 2 (Balch et al. 1979). 50 mL trace e1e
ment solution (Baleh et al. 1979). 10 mL distilled water,
1.000 ml. For roll tubes. agar (2%) was added in Iiquid
medium. The medium was adjusted to pH 7.0 with KOH
and was boiled under N z. AI'ter cooling to room tem
perature, 20 ml of medium were transferred into 60 ml
serum bottles inside an anaerobic glove box (La Caihène.
Bezons. France). The bottles were stoppered with black
butyi rubber closures (Belko glass lnc.. Vineland. NJ. USA)
and outgassed with Nz-CO z. Arter sterilization (110'C,
35 min). 0.25 ml Na2COj (10% W!v) and 0.1 ml Na2S
9 HzO (20(J WiV) were dispensed into each bottle.

For roll tubes preparation. agar was supplemented. Agar
medium was dispensed anaerobically in portions of 4.5 ml
into Hungate tubes (Bellco Glass Inc.) 0.08 ml Na1COJ
(10°/0) and 0.1 ml Na~S (1%) were added to the medium.
Stock solutions of NazCO j and Na:S were prepared
anaerobically under N2 in 120 ml serum bottles and were
autoclaved (110' C. 35 min). Sugar solutions were sterilized
by filtration.

Analylicalrechniques. Volatile fatty acids, organic acids and
Hz were analysed as previously described (Garcia et al.
1982). Fonnic 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 [nc.. Rochester, N'y, USA).

Microscopy. A Zeiss microscope equipped with epiOuo
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
Illford HPS mm (ASA 400). Cel1s 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
leol lEM 100 V microscope.

DNA preparation. DNA was isolated and purifIed by the
method of Priee et al. (1978). The mol % G + C was deter
mined according to the method of De Ley (1970) from
thermal denaturation in 0.015 M NaCI and 0.015 M
trisodium citrate.

Results

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

,
Fig. 1. Phase contrast photomicrograph of Sporomusa acidovorans.
Bar is 5.0 IJ.m. Note the curved rad and the subtenninal spore

Sb

were dark brownish and as large as 3- 4 mm. Three pure
cultures were isolated from thelast positive dilution (strains
Mol, Mol) and MoI 2). All strains appeared morphological1y
similar in the microscope. They produced only acetate from
complex medium containing sugars. They used fructose,
ribose, methanol and H 2 - CO2 . Strain Mol was subjected
to further characterization.

The isolate was a slightly curved, spore-forming rod
(5 j.Ull length x 0.7 j.Ull width) (Fig. 1) and stained Gram
negative. It was motile by laterally inserted flagella. Its
motility showed sorne resemblance with that of moving
vibrios (Fig. 2). It occurred singly or as arrangements of two
or more cel1s. Electron microscopy showed a multilayered
eel1 wal1 (Fig. 3). Spore was terminal to subterminal. Spore
suspensions survived pasteurization for 20 min at 80° C.

Substrates and optimalgrowth 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 mediwn 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 2 were never produced.

DNA 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
effiuent.

Fig. 2
Transmission electron micrograph of
Sporomusa acidovorans. Note the flagella
distributed at the concave side. Bar is 0.5 lJ.ffi



..'
~ "

·./l\t;,..~'r"'..• ~._")_ ,
. . .~ ,:::.,:

Table 1. L tililU tion l,f various subst~:lle~ hy Sporomusa llcidv\,{Jrans.
S. sphaeroidl'S and S. "rata
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Fig. 3
Eleclronmlcrograph of thin sections
showing a multila)'ered cell walL
Bar is 0.5 J,lm

S. ùcidovoran.> S. sphal'roides' S. ova/(J'
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Fig. 4. Effect of pH on generatlOn lime of SporomlJsa QCldvvorans.
Cultures were incubaled at 3Î" C. Medium contained 0.6% fruc!Ose
and 0.1 0 '0 yeast extract

Substratc

Hz-CO:
Methanol
Ethanol
Glycerol
Formate
Lactate
Pyruvate
Fumarate
SucclOate
Malate
Oxaloacetate
Glutamate
Trimethylamine
l.-Serine
Fructose
Ribose ..,..

• Data from Müller et <lI (1984): -. no growth: ~. growth. nd.
not determined
The medium contained 05°'0 of the lJrganic substrute :.Incl tl.OSoo
yeast extracl. Additional compounds lested which did nut support
growth: m:llonate. -:itrate. lysine. thrconine. glu.:ose. maltose.
\aclOse. xylose. melibiose. ar.!bll1ose. ,blc:tol. galactose. saccharose.
ceilobiose. st:Jrch. cellulose. ge!alm

20

iemoeraturll !oc ~

30

The isol:.ited homoacetogenic spore-formmg bactcrium
showed a typical Gram-negative cell wall with laleral
OagelJa. Thèse features exclude il from the genus
Clos/ritliUnl. Other anaerobic Hroxidizing. genera were
ruJed out for the following reasons: .-lcelObuoerium sp.
(Balch et al. 19ï7: Braun and Gottschalk 1982) slained
Gram-positive. did not form spores and was mOlile by
peritrichous t1agella. The thennophilic AcelOgenium kivui
tLeigh et ai. 1981) was non-motile and did not produce
spores. Unlike De.l'u/l%macuium species (Campbell and
Postgate 1965; Pfennig et al. 1981). slrain :--101 could not use
sulfate as electron acceplor.

The banana-shaped cel! Conn, the truiy Gram-negative
cell wall with laterally inserted llagella as weil as the reduc
tlOn of CO 2 lO acelate inàicated lhat strain ;."toI is a member

~
\
\
1

i
JO .j

i
1

1'--- ~

Fig. 5, Effect of temperature on generation lime of Sporvmusa
QCldo\'orans. Medium contained 0.6% fructose and 0.1°;0 yeast
extract
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of the newly described genus Sporomusa (Moller et al. 1984).
Within this genus, two species have been described. Strain
Mol differed from S. sphaeroides by using sugars. I"urther
more, strain Mol did not grow on trimethylamine. Unlike
S. ovala, the current iso/ate used ribose, glycerol, L-serine
and did not form oval spores. It couId be distinguished from
both species by the unability to use lactate, ethanol, and
by requiring yeast extract for growth. S. sphaeroides and
S. ovala grew on betaine in chemically defined medium
containing minerais and vitamins. In contrast to S. sphae
roides and S. ovala, 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, fumarate ...).

Sporomusa acidovorans sp.nov. (a.ci.do'vo.rans; L. neut.
n. acidum acid; L.v. vora to devour,' M.L.part. adJ'.

''\, acitkJvorans acid-devouring).

M orphology. Sporulating, curved rods 2 - 8 Ilffi x 0.7-1 J.UD
with Gram.negative œil wall. Motile by Iaterally inserled
flagella. Occurs singly or in short chains of cells. Colonies
are white to darkly brown, entire and convex in shape.

Melabolism. Obligate anaerobe. Degrades Hz -COz, 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; COz is the only electron acceptor.

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

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

Type slrain. The type strain is Mol (DSM no. 3132). Its
description is the same as the species given above.

Acknow/edgements. We thank H. E. Jones for providing us with
the enrichment culture, C. Frehel and coworkers (Institut Pasteur,
Paris), D. Rambaud and A. Bouleau (ORSTOM. Bondy) for
electron microscope facilities. We are grateful to F. Pichinoty and
S. Raymond for assistance in determination of % G + C.
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Interspecific hydrogen transfer during methanoJ 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 dîd not proàuce acetate duriog methanol
degradation, H 2S and presumably COz werc the ooly end
products, Since the sulfate·reducer did not degrade metha
nol or acetate. the sulfidogenesis from methanol was related
to a complete interspecific hydrogen transfer between both
specles,

ln coculture with hydrogenophilic methanogenic bac
teria (Melhanobtlcterium fomlicicum. iHPlhanospiri/lulll hun
galei). the interspecific hydrogen transfer with S. acidovo
rans was incomplete. Beside CH 4 and presumably CO:,
acetate was produced. The results suggested that Hz-produc
tion and Hrconsumption were involved during anaerohic
methanoJ degradation by S. acidovorans and the hydrogeno
philic anaerobes play an important rok ùuring methanoJ
degradation by homoacetogenic bacteria in anoxic environ
ments.

Key words: Methanogenesis - Su!fidogenesis - Homoace
togenesis - Competition for H z- Sporomusa acidovo·
rans- lnterspecies hydrogen transfer

\1ethanol is formed in nature during the anaerobic degrada
tion of pectin, a major component of plant cell walls tSchink
and Zeikus 1981) In anoxic environments. methanol is a
typical methanogenic substrate (Oremland et al. 1982).
Therefore anaerobic enrichments in the absence of sulfate
kad generally to the developmem of methylotrophic
methanogenic bacteria (Konig and Stetter 1982: Miller and
Wolin 1983: Sharak·Genthner et al. 1981)

However in anaerobic upflow reactors fed with
methanoljc wastes, methanol was partially dcgraded ta ace
ta te tLettinga ct al. 1979. 1981) A sporulating homo
acetogen has been sho\',:n to be responsible for that reaction
tAdamse and Vezeboer 1982.1.

Anaerobic CH .. producing enrichment cultures on meth
anol from a fermenter l'ed with akohol distillation wastes
contained Sporvmusa acidvl'orans. an homoacetogen as pre
dominant methanol-degrader (Ollivier et al. 1985). Attempts
to isolate methylotrophic methanogens failed. Therefore.
methanogenesis was thought ta result from the degradation
of acetate. the ooly endproduct excreted by S. acidovorans.
But aceticlastic methanogens (Methanothrix sp. and

Offprim requem 10: R, Cord-Ruwisch

.V!elhanosarcina sp.) whîch differ morphologically from ail
other methanogens were never observed. The predominant
methanogenic bacterium in this environment was a rod
shaped bacterium. morphologicaJJy related to hydrogeno
philic Jlelhanohaclerium species.

These observations indicated that H 2 rather than acetate
was the intermediary product during methanogenesis l'rom
methanol.

Materials and methods

Suurees of organisms

:\Ielhanospiri/lllm hungalei (DSM 864) and Dl!su/fovihrio l'U/

goris G6 were isolatcd l'rom the defined synthrophic associa·
tion with S\'Tllhrophlls bllshll'ellii (DSM 2612TB). Methano
baueriunr fornricicum strain MF and J-fethanosarcina 227
were kindly provided by Prof. R. s, Wolfe. University of
Illinois. USA. Sporomusa acidol'orans was l'rom the collec
tion of our la boratary (DS.\-1 3132)

Medium and gr()ll"(h condiriuns

The anoxic mineraI. bicarbonate bufTered. sulfide reduced
medium was prepared as described for Desu/fotomacu/um
sapomandens (Cord-Ru\visch and Garcia 1985) and supple
mented with 0.1 % vcast extract (Difco) Stock solutions of
methanol were autoclaved separately. Transkrs were carried
out by steriie syringes.

Chemiea/ determinalions

Sultide was determined photometrically as colloidal CuS
(Cord-Ruwisch 1(85). \1ethane. volatile l'aH) acids and
alcohols were analyzed as prevîously described (Garcia et
al. 1982)

Results

Pure cultures of the homoacetogenic bacterium Sporomusa
acidovorafls degrade methanol solely to acetate. In order to
verify the assumption that S. acidovorans liberates reduciog
equivalen ts in the l'onu of hydrogen, during methanol degra
dation. the strain was grown io coculture with the hydrogen
consuming D. \"u/gans strain G6 which degraded neither
methanol nor acetate. H 2S and presumably Cal were the
onJy end products of this methanol degradiog coculture
(Table 1). The degradation ofmethanol 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
Hr<:onsuming methanogenic
or sulfidogenic bacteria

Methanol and yeast-extract (0.1 %)
were the only energy sources.
Values are corrected by considering
the values of controis containing
only yeast-extract. The incubation
time was 3 weeks

Methanol Acetate Methane (M) ü/R
degraded (mM) or sulfide (S) index
(mM) (mM)

S. acidovorans 15 10.9 0 0.97

S. acidovorans
+ Desulfovibrio vulgaris 10 0 6.9 (S) 0.92

S. acidovorans 10 5.7 1.7 0.99
+ Methanospiril/um 15 . 8.9 2.3 (M) 0.99

formicÎCUm 20 11.5 2.5 0.93

S. acidovorans 10 4.6 3.2 1.04
+ Methanospirillum 15 6.7 4.3 (M) 0.98
hungatei 20 8.3 6.4 0.98

.... /.
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Fig. 1. Time course of methanol degradation by the coculture Sporo
musa acidovorans - Desulfovibrio vulgaris; ., Methanol; 0, H 2S

coculture, S. acidovorans used a part of the reducing equiva
lents delivered from methanol oxidation to reduce CO2 to
acetate. The percentage of methane produced from meth·
anal was not influenced by the initial substrate concentration
but depended 0n the hydrogenophilic methanogen that was
present (Table 1). In the cocuiture of S. acidovorans with
Methanobacteriumformicicum, a smallerpart (approx. 20%)
of the energy flow from methanolled 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 (00 = 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 (td = 22 h). How
ever, Methanosarcina barkeri degraded methanol more
rapidly (td = 11 h) than S. acidovorans.

(2)

(1 )

Discussion

12H 2 +6HCOj" +3H' ~3CH)COO-+ 12H20
LlG'c = - 313.8

The intermediary production and consumption of hydrogen
which has been presumed for Methanosarcina sp. on acetate
(Lovley and Ferry 1985) as weil as for IJesu/fovibrio 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 weil
as H 2 :

4CH)OH + 8H20 ~ 12H2 + 4 HCOj" + 4H+
LlG'o = +94.0

•
20 30 ~ ~ 60 ro eo ~ m m 120

n_ (hl

Fig. 2. Time course of methapol degradation by the coculture
S. acidovorans-Methanospiril/um hungatei; ., methanol; ...., ace
tate; ., Methane
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not complete. Only about 10 mM methanol was degraded
during 3 weeks of incubation (Fig. 1). This inhibition was
probably related to the H 2S produced by the Desu/fovibrio
strain since S. acidovorans did not grow in the presence of
10 mM H 2S (data not shown).

ln coculture with hydrogenophilic methanogenic bac
teria, S. acidovorans completely consumed methanol
(20 mM) without detectable inhibition (Table l, Fig. 2).
Here however, in contrast to the S. acidovorans- D. vu/garis

4CH30H + 2 HCO)' ~3CH3COO- + 4H 20 + H+ (3)
LlG'o = -219.8

(LlG'C values obtained from Thauer et al. (1977) and given
in kJ jreaction).

This hypothesis was supported by the fact that
S. acidovorans liberated reducing equivalents in the form of
H 2 when cocultured with other Hl-using anaerobes. The
energy conserving reaction is due to the oxidation of
hydrogen combined with the reduction of COl to acetate



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

D. vulgaris was able to completely outcompete 5 acido
l'orans for the hydrogen produced irom methanol degrada
tion. AH hydrogen produced by the methylotrophic reaction
was solely oxidized by the sulfidogen. The first reaction [Eq.
(1)], which is endergonic under standard condi tions. 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)] becornes exergonic when the H 2-concentration is kept
at a low level (McInerney and Bryant 1980; Thauer et al.
1977). This explains the growth of S. acidovorans on meth
anal even if ail the liberated hydrogen is consumed by the
sulfate-reducing bacterium.

The methanogenic bacteria which have a lower affinity
to hydrogen than sulfate-reducing bacteria (Kristjansson
et al. 1982; Lovley et al. 1982) could not completely
outcompete S. ùcidovorans ior the hydrogen produced l'rom
methanol' beside methane. also acetate was produced in
methanogenic cocultures on methanol. In coculture with
S. acidovorans. Afelhanospirillum hcmgùlei was more success
fuI in removing hydrogen (approx. 40%) than Jlelhallobùc
lerium /ormiclcum (approx. 20%). This may be due to dif
ferent hydrogenase-aJIinities of these methanogens. In the
described coculture. S. acidovorans (lxidized the m·
tennediary hydrogen more effective than both methanogenic
bacteria (,1 G'" = - 26.15 and - 33.9 kJfmol H! respec
tively). This could be explained by the raised partial pressure
of Hl near by the membranes of the S. acidOl'Orans-cells
l'rom where it is produced.

S. acidovorans had a disadvantage from the presence of
other hydrogenophilic bacteria due to the decrease of its
finally fonned biomass. Therefore the character of the de
scribed Hrtransfering association is more competitive or
parasitic than symbiotic.

Despite of its slow growth on methanol. S. acidororaJ/s
developed in methanol enrichrnents. This was possibly due
to the high concentration of glycerol, one of the favorite
substrates of S. acidovorans (Ollivier et al. 1985) in the
fermenter l'rom where the inoculum originated.

In natural anaerobic environmenrs. the activitv of
hydrogenophilic methanogens or sulfidogens couId reduce
the production of acetate l'rom methanol or possibly also
l'rom other homoacetogenic substrates. The reduction of
CO 2 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 la dégradatIon du méthanol par 5

acldovorafJS sont présentés dans les Figures 5 et 6. La présence de

!1etIJafJos/Jlrl!!um IJufJgatelou de !1etIJafJobact&rlum (ormlclcum n'affecte

pas significativement 1a vitesse de dégradation du méthano1 ni le

rendement de la coculture; elle constltue un véritab1e parasitisme

énergét ique.

Le TIH sur méthano1 entr~ S/Joromusa acldovorafJs et les deux bactéries

méthanogènes testées diffère de celui observé avec Desu!(ovlbrlo S/J!J.

<rab. 4).

Tableau 4: Dégradation du méthanol par l'association de Sporomuso ocit/ovoron5

avec une bactérie oxydant J'H2- Différences observées en présence de sulfate ou

de C02 comme accepteur terminal d'électrons.

Stabilité de

la cocu Iture

Transfert

d'H2

Toxicité

Coculture avec

Desulftwibrio

Le Méthanol reste en partie

non dégradé à Ja mort de la

culture. Pas de croissance.

Coculture non repiquable.

Formation de sulfure, pas

d'acétate ==> TlH complet

Production d'H2S qui peut

inhiber Jo croissance de
Sporomuso

Coculture avec bactéries

méthanogènes

Méthanol compJètement

dégradé. Croissance durabJe

après repiquage.

Formation de CH4' et
d'acétate ==> T1H compJet

Pas de formation de

métaboHtes suscept'ibles

d'inhiber Sporomuso
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Assoc1ée à Oesu!fovllJrlo sp, 5poromusa aCldovorafJs n'a pas formé de

coculture durable (c'est à dire présentant une croissance aprés repiquage)

contrairement à son association avec les bactéries méthanogènes. Ceci

peut s'expliquer par l'effet toxique del'H2S formé au cours de la

croissance de la coculture... mais aussi par le fait que la dégradation du

méthanol en C02 et H2 ne permet pas} à elle seule} une conservation de

l'énerg1e et par conséquent la cro1ssance de 5acidovorafJs et donc de la

coculture entière.

Des expériences critiques (cJ. article 5) ont été réalisées pour démontrer

la raison de l'instabi llté de la coculture 5poromusa acldovorafJS +

O&sulfov/br/o sp. sur méthanol: toxicl té de 1'H2S' ou absence d'un

mécanisme permettant la conservation de J'énergie par le producteur d'H2'

EJ1es ont donné les résultats suivants:

Les espèces de 5poromusa forment des cocultures durables avec

O&sulfovlbr/o sp comme utilisateur d'H2 lorsque le substrat organique est

le fructose ou le lactate} malgré un TIH complet et une production d'H2S.

Les espèces de 5poromusa dégradant le méthanol par TIH complet, ne

forment pas de cocultures durables bien qu'Il n'y ait pas production d'H2S

(Cocul tures avec Wol/fJ&1la succ/fJog&fJ&s).

En faIt, cette étude (art1cles 3,4,5) a montré qU'un TIH peut effect1vement

s'établir à partir de substrats en CI qui très vraisemblablement ne

permettent pas la conservation de J'énergie à partir de leur oxydation en

C02 et H2 (Zelkus 1983) Zeikus et al. 1985, Van der Meljden et al. 1984),
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ToutefoIs, 1\ n'a été possible d'obtenir une coculture durable entre les

bactéries dégradant le méthanol et produisant de 1'H2 et une souche

consommatri ce d'hydrogène, que lorsque 1e producteur d'hydrogène ava i t 1a

possibilité de former de l'ATP, comme c'est exactement le cas avec un TIH

incomplet: les équivalents réducteurs provenant de l'oxydat ion du méthano1

sont partagés entre les deux organismes. Une partie de ces équivalents

réducteurs est utî l isée par le producteur d'H2 pour ses propres besoins

énergétiques. Lorsque le TIH à partir du méthanol est complet (avec

Desu/fovibrio SjJ. ou YI succinogenes), la coculture ne se developpe pas et

la dégradatlon du rnéthanol est arrêtée. Dans ce cas, la relation entre les

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

3 Etude du rôle possible de H2 dans le métabonsme d"un substrat

organique

3.1 Objet d"étude

La propriété qu'ont les espèces Desu/fov/br/o fructosovorans et

Sporomusa aCJdovorans à transférer partiellement (ou complètement) les

équivalents réducteurs provenant de la dégradation d'un substrat

organique, aux bactéries anaérobies utilisant H2 <articles 3,4,5),

correspond à la théorie du "recyclage de Hi' (Odom et Peck 1981, Peck et

Odom 1984). Cependant ni leurs expériences, ni le présent travai 1 ne

démontrent de manière indiscutable l'existence d'un recyclage de H2'

D'autres expériences de cocultures et d'inhibition par H2 ont été réalisées
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dans ce travail, afin d'examlner le rôle de H') dans le métabolisme de la
. ~

dégradation d'un substrat organique par les bactéries homoacétogènes,

méthanogènes ou dans une certaine mesure par les B5R (Article 5),
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16 Bi%gy of Anaerobie Bacteria. edited by H.C, DubourgUler et al,
Elsevier Sc:ence Publishers B, V...\msterdarn, 1986 - Primed JO The Netherlands

fRCUl TRTlU[ RHD PRRTlRl IHHRSPHIES HyoR06EN TRANSHR-
COMPflllloN fOR REOUClH6 [QUIUAUHTS

R. CORO-RUWISCH
laboraloirt d. Microb,ologi., GASTOH, Uniu.rsilt dt Prou.nce, 3, Plact Uiclor-HuQo, F-ln]1 Maruill.

SUMMARY
Suif ate reducing bactena of the genus OesulfolJlbno and homoacetogenic bacteria of the
genus Sporomusà were sensitiue to changes of hydrogen concentrations during the
growth on an organic substrate. Increase of hydrogen concentrations competifiuely
inhlbited the organlc substrate degradation and decrease of hydrogen concentration
inhibited the respiration and the reduction of the external electron acceptor. Such
hydrogen sensitiue strains which seem fa intermediarily produce and consume hydrogen
[''hydrogen-cyclinfl were cultiuated in the presence of a second hydrogen oxidizer. Bath
organisms compe,ed for the hydrogen excreted by the first strain. The competence for
Hroxidation of the strains depended not only on hydrogenase affinities but also on the
free energy change 0: Hz-0xidation differing with the respectiue electron acceptors.

IHTRODUCTlOH
Beside acetate, hydrogen is the most important intermediary product during anaerobic

degradation of organic material. The competition for hydrogen plays a major role in

endproducl formation in natural anaerobic enuironments. The interspecies

hydrogen-transfer occurs in euery inuestigated anaerobic enuironment as one of the

general processes which allows finally the terminal oxidation of organic matter.

ln inter specifie hydrogen tr ansferring coculfures, one species degr ades an organic

substrate and releases reducing eQuiualents in form of hydrogen freduction of protons)

which is oxidized by the second species. Generally the first organism profils from

hydrogen remoual by the second strain (Bryant et al. 1967. Bryant 1979) These bacteria

are called obligate syntrophs and are depending on the presence of each other (symbiosis).

The present paper reports on facultatiue interspecies hydrogen transfer occurring

between two bacteria which both can consume the hydrogen, produced during organic

substrate degradation by one of them.

MRHRIAlS RHo HETHOOS
Becltrjo und

Th. followinQ bllet.ria, which are 1111 abl. 10 OMidiu orQllnic substrllie u w.lI ilS hudroQ.n und.r
Ilna.robic conditions wl!rl! us.d throUQhout this studU:
Homoec.toQ.ns: Spo,omus4 spIl4~'oidtl'S IOSH 2875l , Spo,omuSll 4citiovo,,,ns (OSH 3132). Suifai.
rtducl!rs: DtI'Su!fovi/l,io vulg4';s 66 (isolllhd !rom th. lh. d.fln&d sUnfrophic associetion wlth
S/lnl,opllus /lusllU/~lIilOSM2612TBI. Otl'Su!fovi/l,io strain JJ lOSH 360'11, D~su!fo/lul/lus sp.c. lisolaled on
propion.le from an..robic dlQeslor sludQe). 11,11I4nospinllum lIunglll,,. (OSH 86'41. lPolin~lI"

succlnog,nrs(OSH 1HCI. 1'4r4COCCUS tiMiI,ilic4ns lOSM slrain 11'1 J,

l1.dium end aroU/th condilions
Th. on..robic bic.rbonate-buff.r.d m.dium wu uud as dncribed for sulfah reducinQ bacteria

[Widdel & PfenniQ 198'1), bul sulhte wu omitt.d and 1 Q \jusf eMlract per 1 wu added. The stoci
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nlutlon. of orQ.nle .ub.tr.t...nd ..It., ..rulnQ a. alaetron .eeaptor., wara ..p.r.talll .tarlllrad .nd
.ddad to tha eultura u..sals whan naadad. Cali. wara eultlulltad ln .n.arobie HunQ.ta tub.., or ..rum
bottl.. whan hlldroQan wu pr..ant ln tha Q••ph....

Rn.lutica! mtlhod.
RleoMI. and math.na wara datarmlnad Qllehrom.toQraphie.lIl1. frueto...nd orQ.nle .eld. bll HI'LC

a. praulou.11I daseribad (Cord-Ruwi.eh at .1. 19161 Sulfida w•• datarmlnad .paetrophotomatrle.lh" ••
eollold.1 CuS (Cord-Ruwl.eh 1984). Rmmonlum WII ma..urad potantJomatrie.1I11 bll ••pael.1 .mmonlum
alaetroda, modal 95-10. ORION R....rch Ine. CambrldQa, HR 021391.

RESULTS
lQ-produclion and cQnsumpliQn durjng Qrganjc s.ubslrate degradallQn

ln arder lQ check which of lhe used slrains was capable lQ produce and consume
hydrogen ("hydrogen-cycllng" durlng the growth on an organic substrate. two tests.
which are normally applled to proue that hydrogen Is an lntermediary product ln
synlrophlc associations. were carrled oui:

(1) The effett of the addition Qf hudrogen 00 the Qrgan!c substrate degradatiQn: [ach
strain was grown Qn an organlc substrate ln two parallel uessels. Hydrogen was addet.il to
the gasphase of one uesse! after a part of the organlc substrate had been degraded. The
concentration of the organlc substrate was mooltored ln bQlh parallel essays. Both
DesulfoullJrio strains and both fporomustl straios were lmmediately inhlbited by HZ to
degrade the Qrganlc substrate. Instead they QHidlzed ~' The Inhibition was reuerslble:
After replaciog HZ by NZ the organlc substrate was degraded. Lactate degradation by
Desulfobulbus sp. was not effeeted by the presence of HZ- The addition of HZ 10 cultures
of PlY. denl/rlfict1l1S and /Uol surclnogenes slowed down or bloclr:ed (/Uol succinogenes}
Ihe degradalion raie of formaie after an adaptallon lime of aboul Qne generallon.

64

Strain

SplITOmU$••Cùlllll",.nss,.,._. $I'I*-,.;tI'$
h$wl.-n. _1fIoN/$
IHIII/MIiIinI sl,.ln JJ
IJHwl,1~$(WC.

W.U".o. sllCcIRl1gtNWS

/'..,««cn tI#"lIrllk..s

Imm.diat. inhibition
of orQanle .ubetr.t.
daQradation bll H2

+
+
+
+

+

wllh H.thano.pirlltum •• hlldroQ.n .Ink

mathan. producad lIrowth

+ +
+ +
+ +
+ +

n.d. n.d.

(II) The caDobilltu to produce hudrogen as a facultative suntrQph: The used strains were
inoculaled loto a medium. In which the final electron-acceptor wos replaced by a secood
hydrogenophillc organism of which the electron-acceptor was presenl. The growlh of
such cQcultures. compared to conlrol essays wlthout hydrogen remoulng orgoolsm. and
methane formation Indlcaled whelher an Interspedes HZ transfer occurred or nol (Iab.ll.
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The resulls of Ihose Iwo lesls wenl togelher: Sirains capable 10 produce hydrogen in

cocullure were inhibiled by H2 10 degrade an organic substrale !Table 11: These strains

(Du. uu/garis, Du. slrain JJ, Sp. aC/douorans, Sp. spl1aeroldesJwere susceplible 10 produce

and consume H2 as inlermediary producl during organic subslrale degradalion and haue

been called "hydro~en cycling" organisms IPecK fi. Odom 19841.

(ocullure of an ''hydrogeo-clJcllog" orgaoism wilb a secood hydrogenophile:

Pure cultures of Ihe homoacelogens Sp. acidouoransand Sp. sphaeroides degraded

organic substrales only to acelale, using [02 as exlernal eleclron acceptar. In coculture

with li/ol sllccinogenes on nitrale as eleclron-acceplar or with Desll/louibrio species and

Suif ate as elec!ron acceptor a lotal tr ansf er of reducing-eQuiualenls was obserued. Only

sulfale or nitrate were reduced bul nol C02 !Table 21. The [02 reducing Sporomllsa

species could nol oulcompele sulfale-reducing or nilrate-reducing Hroxidizers for Ihe

hydrogen produced during organic subslrale degradation. Howeuer, if melhanol was Ihe

organic subslrale. Il was not degraded completely (nol more Ihan 15mMI ln Ihese

cocultures and Ihe growlh as delermlned by 00 was not slgnifjcant. Rfler Iransferred inlo

new medium such cocultures failed la conllnue melhanol degradalion. In Ihe coculture of

Sp. ilCldOlloruns with /'1sp. l1unga/ei !(ord-Auwisch and Olliuier 1985) and of Sp.

acidolloruns wlth Du. ull/guris on sulfur as electron acceptor, bolh slrains reduced Ihe

electron acceptor (02. resulting ln the formallon of acelote as weil as of melhane. The

reduclng eQuiualenls produced during subslrate oxidalion were partlally lransferred as H2

but also reoxidized, possibly also in Ihe form of H2

Tabla 2: Cocullura 01 homoacaloqans 01 lha ganu5 SpDrDmus. with diffarant h"droQanophilic parln., ..
in Iha pra..nca of th air rnpeetlua alaetron accaplors and 01 an organic substrala onl" daqradabla b\l
Iha homolcatooan.

lIT11 l111ic Slnlln SI:11Ul .I,ctrml-
alactrml accrplar inbibitillll
raducad par moia Transtar Dt grD1I1tbsubstrall 1 Il acc8ll1. II
substral' ltIidlzad of Hz[~l ai strallll

m.thanol Sptr.:lllusa ffiathanosprill. CO 2 aC1ltala. m,l!Ian, 20 - 30

aCldll"'aran. Dawllll"'ibno sulfala sulfida 100
Wolinalla nitrata ammlllliUIII 100

fnu:ta.. Dasullll"'ibno IlUlfala sulfidl 100

mathanol SpIll'1llJlU5B DlSultll"'ibrio su1fur acetaIB. S"o1Hida 30 - 50

rpha8I"'Dlda. Wolinalla fumant. suc=atl 100 +

lac1ata Wolinal1a fumanta succinat. 10D

al aCilala WII produc.d 1155 Ihan Imola/mola laclal. and wu rtQardad u rlSullinq !rom laetlla
conversion ta H2' (02 and aCilata.
Th. ralalion. 01 bolh al.clron occ.plors raduc.d wara not conshnt durinQ Iha orowih ond uarliad .uen
in parall.1 ossaus. Th. ualuas Qiuen ara ma an ualues oblain.d Irom two or thr.. maasurlmenls.

Desll/louibrio Ull/gdriS did 001 lransfer significen! amounts of H2 when cocullured in lhe

presence of suif ale wilh other Hrconsuming b8cleria fT able 31. Small amounts of NH.(

ô5
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Tabl, J: C«ulluna/"-1/l1'I',lIrril "1Jlpnl 1111 I,cl,l,
(2Oiztill/i6I1r,prnmaa/St/LIIII ursuJ/11r alcrtlnul
I/II:/rœ 'capl, l1Tillr lii//_Ibg1lrr1yll1l1p#llic~

D

D

lDO

60-90

5ll-8D

COz

mlnll

COz

COz

1Ù1n1l

IIletrl11l
lcaptar Il

Itn.in
Il

WaUDlll1

m.p. lmngalli

Sp.•cidaYarau

WawU.

Sp.~d"

1Ds\I, lmngallimllall

mllall

sul/Ill

111=
.caplarl

produced in cocul1ure wlth Wol. succinogenes
on Nitrate may be due 10 the slow suif ide
oxldallon by Wol. succlnogenes. Howeuer.
wlth elemental sulfur as electron-acceptor
for Du. uulgaris and with /DoL succinogenes
as hydrogenophillc partner a complete
Hrtransfer establlshed: no sulflde was
produced lT able 31. The coculture of Du.
uulgiJris wlth sulfur as ele!:tron acceptor and
wlth the homoacetogen Sp. acidouoriJns or
wlth 11sp. hungiJleI as hydrogenophillc
partner represented anoth2r example of a
coculture pertorming partial interspecies
hydrogen-transfer (Table 31. The electron acceptors of both stralns were reduced.

T,IJI, f.· 1://1&1 ofa'i//IIT7IDIIŒIIIT11a/IJgrirrJpJl
ïiZijiiii;œ tIJI l7Jiuetiœ 01iJrl/1TJ1a/ 1I1&b71D
IJZII1lars /SlJt:r:ll1611 /anzr6liœ) lJy OnztUl1rllJniJ
slnli.a .utlJuilrll III, grT1ll1111 œ Ô1JJ:IJZS#.

(mal, / mol, /nretJ1R a'e;na'1Ii /.

1.6

a.a
La
i.a

2.6

i.a

La

1.7
La
a.a

a.1

a.3

sucdllate H2 Inppad ln]
pnllluClld Dtllnlal siIIk

lIlilhaut
sulfur
sulfata

WalÎll811a (na
3

)
succinaq.

Sp1Il'lItI1usa (cc 2)
SJlÎIalll'tlillas

math. spir. (cc 2)
hunqatli

ln the absence of an external electron acceptor DesulfoUlbrto stratn JJ degrades fructose
accordlng to the followlng equatlon ( Cord-Ruwlsch .. Ollluier 19861

2 C6" 12°6.") 2 -00C-C"2-C"2"COO" + CHJ'COO' + C"]"C"20" + SR+ + "20

The formation of succlnate and the abllity of stratn JJ to use fumarate as
electron-acceptor during the growth on H2 Indlcated that the reoxldatlon of the reduclng
equlualents formed durlng fructose .oxldatlon may be coupled to electron transport
phosphorylation (fumarate ---) succinatel.

The production and consumptlon of ~ seems to be enuolued euen during the
fermentation of fructose in the absence of externlll electron acceptors by Ou. straln JJ.
as indlcated by the fact that the addition of H2 to a fructose-fermenting culture of Ou.
strain JJ Inhibited fructose degradatlon.

Therefore the system reduclng Internai
electron acceptors such as fumarate can be
regarded as competlng for H2 with the
systems using external hydrogen acceptors
such as suifate sulfur or hydrogen consumlng
partners.

The amount of H2 oxldlzed by an acceptlng
system was correlated to the free energy
change of the oHldation of "2· wlth the
respectlue electron acceptor lTable ~,Sl. In
the presence of sulfate or nltrllte ail
reduclng equlullients were finlllly oxldlzed by
these electron acceptors. whereas ln the
presence of (02 or suifur a part of the



20

reducing eQuiulIlents were reoxidized by internai electron acceptors resulling in succinate

formation.

Competjtion of Iwo "budrogen clJcling" orgaOlsrns for an organjc substrale

Growing on lactate in eXŒssiue concentration Ihe homoacetogen Sp. sphaeroides

Immediately stopped its respiralion (dlssimilatory COrreduclion to acetatel when the

lactate and Hroxidizing Du. uulgaris was added to the coculture.

DISCUSSION
To arlificjal increase of Hrconcentralion homoacetogens of the genus SporomusiJand

sulfidogens of the genus Oesu/fol/lbrio reacted with hydrogen consumption and inhibition

of organic substrate degradation ltable 1. fig.11 and to the decrease of hydrogen

concentralion they reacted with H2_production. as if to haue an Inter est in keeping a

parlicular H2 partial pressure (maintenance of external hydrogen pool!. (ocullures of

these "H2 cycllng" bacteria with other hydrogenophilic Dacteria resulted predictably in

compelilion for hydrogen.

Iherrnodunarnical explanation of comoelilion for HZ Qf low concentrations
Because of the extremely low concentrations of hydrogen in anoxic biotops the

competition is won by organisms (eg. sulfate reducersl able to hold the H2 par1ial

pressure below the leuel which allows H2 oxidalioo by concurrent organisms le.g.

methanogensl. Therefore Ihe threshold leuels of hydrogen oxidation of two competing

bacleria has been seen as the deciding factor [louley 19851 . depending on the

hydrogeoase-affinities !Kris1iansson et al. 19821.

[nzymes can catalyse only reactions which are thermodynamical/y fauorable. And

hydrogenases can nol catalyse H2 oxidation when the subtrate concentration 1H21 is to low

to yield energy. This energetic threshold concentration of H2 [the ualue below that the H2

oxidalion becornes endergonicl depeods 00 the electron acceptar of the reactian and cao

be calculated from the free energy changes of the respectiue reaclions Ilable 5).

1abl. 5: Minimal par liai prusur. of hydroQ.n, wh;ch lh.rmodvnamicallv allows H2 oHidalion, b\l Ih.
rnp.ciiu••I.ciron acc.plor. Calculal.d 'rom th, .qualion: t.6' • t.60 1 + 1.36 10Q (Cl [0]1 (fi) IBI

.I.ciron acc.pfo. CO 2 10 Ac.1. Sullur CO 2 to CH 4
SO 2- fumeraI. N0 3-4

t.601 (kJ/mol. H2l -26.2 -28.0 -33.8 -38.0 -86.2 "WU

pH 2 for t.6' • Olelm.1 10- 4.4 10- 4.7 10"5.2 10"6.] 10"14.7 10"

The resulls of these competitions were correlaled to the free ~nergy change of the H2

oxidation with the respectiue electron acceptor (Tables 2,3,4,51. Oesulfouibrio species

were less successfull in competition for H2 when elemental sulfur replaced sulfate as

electron acceptor (Table 3l. This indicaled. that wilh SuJ(ur as eleclron acceptor

~,

01



.-/

21

Oesullou/br/o specles were IImlted to Olddlze hydrogen. by thermodynamlcal reasons
rather than by hydrogenase affinity (presumlng that hydrogenase was the same ln both
cases).

[CQIQP'cal aspects Qf the results
(il Indirect competition fQr organlc substrate. The competition f Qr an organlc substrate

by two organlsms wlth dlfterent substrate afflnltles only takes place under substrate
IImltlng cQndltlQns. If the organlc substrate Is present ln elCcess a coelClstence of both
organisms is to be elCpected until the substrate concentration gets Iimitlng for one.
Howeuer. If the organisms are Intermediarlly produclng and consuming hydrogen the
competition for the organlc substrate Is actually a competition for low concentrations of
hydrogen. Euen in the presence of organic substrate ln elCcess this "Indire.Çt competition"
can take place.

(Ii) Parasitism bU hudrQgen remoual The production of hydrogen from organlc
substrates and the olC/dation of hydrogen are two completely dlfferent metabolic ways of
energy conseruation: substrate leuel phosphorylation and electron transport
phosphorylation. In pure culture, "hydrogen cycllng" bacterla use both of thls energy
sauing mechanisms. If the hydrogen is completely remoued by a hydrogen olCidlzing
partner (here: concurrent), substrate leuet phosphorylation remalns the only mechanlsm to
saue energy by the flrsl strain (~2-cycler"). The known mechanism of substrate leuel
phosphorylation durlng Hrproduction from organic substrates such as ethanol or lactate
Is the acetate-kinase reactlon. Hydrogen formation from methanol. howeuer. Is not known
to be a possible energy saulng reactlon. Probably for that reason homoacetogenic bac1erla
falled 10 grow. when 100 ~ of hydrogen produced durlng methanol olCidation was
remoued by the hydrogeophillc concurrent (Table 21. This klnd of parasitism finally Is a
disaduantage for both bacteria. To my knowledge this is the flrst case. where the addition
of a hydrogen consumlng bac1erium,prouiding a more fauorable electron acceptor, to a
hydrogen produclng organism (amelloration of thermodynamlcal conditions) drastically
decreases the substrate degradatlon potentiaJ of a bacteriaJ culture.

Wil Possible ecoloQlcal aduantage of "hudrogen cucling" The theory of IIhydrogen
cycllng· (Odom and Peck 19811. opposed by Lupton et al. (19841. origlnally assumes that ail
reduclng equiualents are reolCidlzed ula H2' In Ihe present study, which could not confirm
this mechanlsm, the term "hydrogen cycllng't means only. that the pool of reduclng
equiualents is contlnuously in a dynamic chemical equilibrium. catalised by hydrogenase(si.
with an elCternal hydrogen pool. Howeuer for ecological considerations Ihe turnouer 0.1
hydrogen ln pure culture is of mlnor Interest.

The maintenance of an elCternal H2-pool during the degradatlon of organlc substrate
may seem a complelC and useless mechanism taking part in the reolCidatlon of reduclng
equlualents. What Is the sence of Uhydrogen cycllng't? ln f act, ln pure culture thls may
represent nothlng but a loss of energy and useless maintenance of hydrogenase acllulty.
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ln anaerobic enuironmenls howeuer, the auailabilily of fermentable organic substrate or

electron ëlcceptors such as sulfate, creates chonges of hydrogen concentration. which

thermodynamically fauor hydrogen production or hydrogen consumption Ilable 4l. The

mechanism of "Hrcycting". or more precisely the maintenance of a defined external H2

pool. serues as Hrantenna, allowing the bacteria to react rapidly to changing hydrogen

concentrations: Without majer modifications of enzymatical equippement, they can switch

from only Hrproduction (100% Hrtransferl to only Hrconsumption and to any

intermediary position (partial reoxidation of the HZ excreted). In a similar way "Hrcycling"

enables SRB to switch from suif ate respiration to hydrogen production as a f acullatiue

syntroph, without adap1ation lime lin contrast to diauxy), when suif ate becomes depleted.

ln conclusion 1he interspecies hydrogen transf er can mean more than symbiotic

association of two specÎes, also: competition, parasilism and indirect competition for an

organic substra1e

RrHRENUS:

8,uant MP Wolin fA, Wolin MJ, Wolle ilS (1967) I1l1lhllnolucH/us Oml1/illnsi/~ a sumbiolic association 01
two specin 01 bacle,ia. Rrch Mic,obiol ]9: 20-21

B,uant MP (1979! Mic,oblal methane p,oduction- theo,etical aspecls. J llnimal Sci 48:19]-201

(o,d-Ruwisch R (1985) A quick method 10' the dete,minalion 01 dissolued and p'ecipilaled sullides in
cullu, .. 01 sullate·.educino bacte,la. J. Mierobiol. Melhods 1: ]]-36.

(o,d-lluUliach R, OUluie, 8 (1986! Inte,specific hud,ooen lransle, du,ino melhanol deoradation b~tween

Sporomusllllcidovonns and hud,ooenophilic anae,obes. flrch l1icrobiot 144: 163-165

(o,d-Iluwlsch R, Olliuie, B, Garcia J-l [1986) f,uclo68 deo,adation bU Ol1sulfouibrio 'p. in pure cultu,e
and in cocullu,e with I1l1lhllnospin//um hun(1llll1i (u,rent l1icrobiol. 13 (In press).

Kristlansson JK, Schonheit P, Thauer RK [1982J Oifferent Kçualues lor hudrooen 01 methanooenic
bacteria and sullate reducing bacleria: an eHplanation for the apparent inhibition 01 methanooene5is bU
sulfate. Arch Mlcroblol 1]1: 278-282

louleu OR (1985) Minimum threshold for hudrooen mehbolism in methanooenic bacteria. Appl lnuiron
Mier obiol 19: 1530-1531

Lupton fS, (onrad R, Zeikus JG (1981) Phusiolooicai lundion 01 hudrooen mehbolism durino growth 01
sulfidogenic baderia on organic substrafes. J 8acteriol 159 : 813-819

Odom JM, Peck HD J, 119811 hlld.ogen cllclino as a oeneral mechanism lor enerOIl couplinO ln the sulfate
reducillO baderia O,1SuIfOV;bnqsp. FEMS Mlerobio/Lelt 12: 47-50

Widdel f, Plennlg N (1984)'Diss,mllatoru sulfate- or 5ulfur- reducino baderia. in: Krieo NR, HolIJG leds!
Berou'. manual of sustematic bachriolooU. Baltimore/London: Williams & Wilkins, pp 663-679

RcinDw/#d(1l1m"nls: 1 thank 11. Hamdi and H. Macarie for technical a5si5lance and stimuiating diSCUSSIon.



70

3.2 Excrétlon de H2 par les bactérles en culture pure

Toutes les souches testées, à l'exception de Parac()ceus den/tn//eans. ont

produit des quantités non négligeables d'H2 au cours de leur métabolisme

CTab. 5), La concentration en H2 a diminué dans toutes les cultures après

consommation du substrat. Lorsqu'il n'y avait pas d'accepteurs terminaux

d'électrons, H2 s'est accumulé dans une proportion environ la a 100 fois

supérieure à ce lle obtenue en présence d'accepteurs d'électrons.

3.3 Expériences d"addition dOH2

L'effet de l'add'ition d'H2 sur la dégradation de divers substrats organiques

a été étudié afin de savoir si l'H'? excrété est lié physioloqiquement au
~ -

métabolisme énergétique du substrat organique (statut de produit

intermédiaire) ou s'il représente une fuite minime en équivalents

réducteurs (Fig. 7-12). Chez la plupart des bactéries hydrogénophi les

testées, l'addition d'hydrogène (80 %) à la phase gazeuse des flacons de

culture (condition de culture cJ. Fig. 13), inhibe immédiatement la

dégradation du substrat organique. Seuls Parac()ecus den/tn/jeans et

Desull(JoullJus el()npatus ont continué à dégrader leur substrat organique

indépendamment de la concentration en H2 externe. Dans toutes les

cultures, l'inhibition de la dégradation du substrat organique par H2 a été

réversible et a pu redémarrer aprés consommation de l'H2' L'inhibition par

H2 ne dépend pas de la nature du substrat dégradé: H2 inhibe la dégradation

du lactate, du méthanol, du glycérol et du fructose par D. frue!()sovoran:-

et par 5'pI..'Ir()/J7U.5-.J sp..
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lab. 5.

Concentrations maximales d'H') excrétées au cours de la phase
"-

exponentielle de la dégradation d'un substrat organique par différentes

bactéries hydrogénophi les.

Souche Substrat Accepteur H2(ppm]

d'électrons

A. wcojii Fructose C02 670

S. acicbvorans Méthanol C02 1500

S. sphaeroides Lactate C02 5000

M. hungatel FormIate C02 1200
Methanospirillum SK 6 2-propanol C02 1000

D.vulgaris Hildenborough Lactate S04-- 8000
D. vulgaris G6 S04-- 1300
D.desulfuricans Essex S04-- 230

sans 2200
Fumarate Fumarate 6

Desulfovibrio strain dJ Fruct.ose S04-- 160
sans 7600

Fumarate Fumarate 3

t1éthanol S04-- 24

D. elongatus Lactate S04-- 40
sans 110

W sucei nogenes Formiate Fumarate 5

sans 3300

Pdenitriflcans FormIate Nitrate < 1

sans 4
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Ces résultats démontrent clairement que l'addition d'H2 inhibe de façon

significative la dégradation d'un substrat organique par les représentants

classIques du groupe de Oesu/fovibrio testés ainsi que par les bactéries

homoacétogènes et les bactéries méthanogènes testées. Au contraire,

Oesu/fobu/bus e/ongatu~ qui 1ibère également de l'H2 pendant sa

croissance sur lactate} n'est pourtant pas Inhibé par H2 (Fig. 10). Cela est

confirmé par le fait que Oesu/fobu/bus e/ongatus ne produit pas

suffisamment d'H2 pour arriver à constituer une coculture avec une

bacterie méthanogène oxydant l'H2 sur éthanol} propionate (Samain et al.

1984, Guyot et al 1985) ou lactate (résultats actuels). Ces observations

indiquent que) contrairement aux espèces de Oesu/fobu/bus dont l'activité

de l'hydrogénase peut être régulée (SamaIn et al. 1986)} dans les espèces

de Oesu/fovibrio le flux d'électrons est lié à la concentration d'H2

externe} cela probablement grâce à des hydrogénases efficaces,

productrices et consommatrices d'H2' 11 semble que l'hydrogène excrété

par les espèces de Oesu/fobu/bus soit le prodult d'une lente réaction

secondaire qui ne régénère pas assez rapidement H2} pour entretenir un TIH

eff icace avec l1et!lanospiri//um !lungatel:

Deux autres observations confirment que le métabolisme de H2 est

différent entre les genres de Oesu/fovibrio et Oesu/fobu/bus.

Contrairement aux espèces de Oesu/fobu/bus) les espèces de Oesu/fovlbric

hydrogénophiles semblent métabol iser activement l'H2 en tant que produit

intermédiaire, au cours de la dégradation de substrats organiques.

1. Cultivé sur lactate ou sur de l'hydrogène élémentaire Oesu/fovlbri(.

vulgaris Hlldenborough a une activité hydrogénasique importante et du
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même ordre de grandeur (Pankhanla et al. 1987) contrairement à

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

2. les espèces de Oesulfovibrio cultivées sur lactate dégradent

immédiatement H2 tandis que Oesulfobulbus elongatusprésente une phase

de latence de plusieurs Jours lorsqu'on le replque d'un mil1eu lactate sur un

milieu hydrogène (Samain, communication personnelle).

Dans l'ensemble, ces observations vont dans le sens de l'hypothèse du

recyclage de l'hydrogène d' Odom et Peck (1981). Cependant l'état actuel

des recherches ne nous permet pas de conclure de façon absolue que

l'hydrogène soi t un produi t intermédiaire ob1igatoire de la dégradat ion des

substrats organiques par les espèces de Oesulfovlbrio et les bactéries

homoacétogènes. Ceci n'a d'ai lIeurs pas un grand intérêt écologique (voir

ci dessous).

Très récemment (Mars 1987) Pankhania et al. ont montré que l'additIon

d'H2 n'inhibait pas la dégradation du lactate par Desulfov'ibrio vulgaris

Hildenborough. Après Lupton et al (1984), c'est le deuxième rapport qui

Indique le contraire de nos propres résultats. Pour cette raison, nous avons

également étudié l'effet de H2 sur le métabolisme de cette souche (Fig.13).

Aprés avoir testé l'effet de l'augmentation de la concentration d'H2 sur le

métabo1isrne des souches hydrogénophi les ut il isées, nous avons étudié

celui du retrait de H2 (concentration d'H2 diminuée par une seconde

bactérie consommatrice d'HI) CTab. 1 de l'article 5). Toutes les bactéries
L.

homoacétogènes testées (5poromusa aCldovoran0 5poromusa spIJaéroides.,
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Acetobacter/(Jm wood//) ainsi que les espèces de Oes(J/fov/br/o classiques

libèrent tous leurs équivalents réducteurs sous forme d'H2 élémentaire si

celui-ci est consommé par une deuxième souche (par exemple

f1etIJanosp/r///(Jm IJ(Jngate/). Toutes les souches qui ont été inhibées par

l'augmentation de la pression partielle d'H2, et seulement eIles,ont été

capables d'effectuer un TIH en présence de f1etIJanosp/r///(Jm IJ(Jngate,

comme seul piège à hydrogène.

3.4 Effet de H2 sur la fermentation de substrats organiques par

les bactéries anaérobies hydrogénophl1es.

La souche 0. fr(Jctosovorans dégrade le fructose mais également le

fumarate ou le glycérol, avec production d'H2 en l'absence de sulfate. (En

l'absence de sulfate, 0. fr(Jctosovor8ns dismute le glycérol en 3

OH-propionate et probablement l,3-propanediol comme la souche décrite

par Nanninga et Gottschal (1986)). Nous avons testé j'effet de H2 sur la

fermentation du fructose et sur la dismutation du glycérol et du fumarate

afin de savoir si la production et la consommation de H2 jouaient un rôle

même au cours de ce métabolisme fermentatif. (Le terme de fermentation

peut induire en erreur dans la mesure où l'on soupçonne que l'énergie soit

conservée par phosporylat ion oxydat ive(par exemple la réduction du

fumarate en succinate). La présence d'H2 arrête complètement l'oxydation

du fructose, du fumarate et du glycéroL Les cul tures sur H2 / fructose ne

montrent pas d'act ivi té métabo1ique mesurab le, alors que les cul tures sur

H2 / fumarate et sur H2 / glycérol réduisent les substrats organiques en

succinate et propanedio1(traces) respect Ivement:
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Les cultures sur H2 / fumarate se développent en produisant uniquement du

succinate, même après transfert sur milieu neuf (Fig. 14, 15), tandis que

d2ns les cultures sur H2 / glycérol, on n'observe pas du tout de

croissance; la réduction du glycérol en propanediol n'est donc pas liée à

une phosphorylation (pas de respiration. du glycérol alors qu'il y a

respiration du fumarate). Cependant, selon la théorie du recyclage de H2

d'Odam 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

l'absence d'un transport membranaire des électrons (Fig. 4). C'est-à-dire,

que la réaction

pourrait conduire à un gradIent membranaire de protons si l'hydrogène

était oxydé par une hydrogénase périplamique et si un transfert d'électrons

mais pas de protons vers le cytoplasme se réalisait. L'absence de

croissance de la bactérie catalysant ce réaction (eq.13) constitue donc un

argument contre l'hypothèse du recyclage de H2.

l'addition d'H2 dans les cultures de 0. (r(Jctosovorans fermentant le

fructose stoppe toute actlvité métabolique mesurable. Ceci peut
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s'exp1 iquer de la façon suivante: l'hydrogène 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'oxaloacétate ou le fumarate. Ce sont ces derniers qui

permettent la réoxydation des transporteurs d'électrons et l'oxydation de

l'hydrogène. L'addi t ion de fumarate débloque ces cul tures et abouti t à

l'enlèvement de H2 entraînant par la suite la réduction du fumarate et la

fermentation du fructose <Fig. 16).

Au cours du processus de dismutation, un composé sert en même temps de

donneur et d'accepteur d'électrons. H2 inhibe la dismutation du glycérol et

du fumarate au niveau de l'oxydation, probablement à cause de la réduction

des transporteurs d'électrons. Cependant H2 accélère la réduction de ces

substrats.

Cela prouve que même en l'absence de sulfate, la dégradation des substrats

organiques est liée au pool d'H2 externe. J 1 n'est pas impossible que

Ofructosovorans produise et consomme également de l'H2 au cours de la

fermentation de substrats organiques tels que le fructose et le glycérol et

pendant la dismutation du fumarate. Il faudrait étudier la significatlon du

métabolisme de H2 au cours de la fermentation par d'autres bactéries

hydrogénase-pos it Ives.
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3.5 Rôle poss'ible du métabolisme de H2 au cours des

dismutations et fermentations

La dégradation du méthanol par !1etllanosarcina spp. représente une

dismutation similaire à celle du fumarate par Oesu/fovibrk

fructosovorans Les deux réactions de dismutation peuvent donc s'écrire

suivant deux réactions, une oxydation et une réduction:

dismutation du méthanol

~ CH30H + 2 H20 <===> HC03- + 3 H2 + H+

Eg. 15: 3 CH30H + 3 H2 <===> 3 CH4 + 3 H20

dismutation du fumarate

Eg. 16: -OOC-CH=CH-COO- + 4 H20 <===>

CH3-COO- + 2 H2 + 2 HC03- + H+

L'effet de H2 sur la dismutation du méthanol et du fumarate (catalysée

respect ivement par !1etllanosarcina sp. ou Oesu/fovibrio fructosovorans)

est Identique: inhibition de la réaction d'oxydatîon CEq. 14, 16) et

stimulation de la réactIon de réduction CEq. 15, 17). Cela conduit à

l'oxydation de H2 couplée à la réductlon du méthanol (Müller et al.

1986) ou du fumarate (Fig. 15). La [H2] apparal t donc être en équi 1ibre

dynamique avec des transporteurs d'électrons (Fig. 17). De plus, en

supposant que l'hypothèse du recyclage de H2 d'Odom et Peck (1981) est

également valable pour les espèces !1etllanosarcina, 11 est possible
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d'hydrogène extérieur et les transporteurs d'électrons
chez une bacterie syntrophlque ou chez une bactérie
hydrogenotrophe.
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d'Imaginer un transfert d'H2 entre les cellules de l1etl7anosarcina qui

forment généralement des amas. La création d'un gradient de protons (Fig,

18) entre les cellules de l1etl7anosarcinaserait le résultat de ce transfert

d'H2 et pourrai t donc aboutir à un gain plus important d'ATP (ATP-ase), La

formation d'aggrégats répresenterait donc dans ce cas, un avantage

énergétique (Conrad et al. 1985) car cela minimise la distance entre les

cellules. Ce modèle théorique du transfert d'H2 entre les cellules d'une

seule espèce ("transfert intraspécifique d'hydrogène") représente un

modèle intermédiaire entre le TIH et le recyclage d'H2'

En supposant que la production et la consommation d'H2 participent à la

créat ion d'un gradient de protons (Fig. 4), seules les bactéries contenant

une ATP-ase pourraient ainsi profiter de ce métabolisme. Par conséquent,

c'est plutôt chez les bactéries qui respirent que chez les bactéries

fermentatives qu'on pourrait s'attendre à unrecyclage d'H2' Cependant, une

consommation d'H2 a également été observée durant le processus de

fermentat ion bactérienne:

• C/ostrldium acetobuty/icumconsornme de l'H2 pour réduire le butyrate

en butano1 (Jewell et al. 1986, Heyndrlckx et al 1987, Brosseau et al.

1986)

• Oesu/fobu/bus propionicus consomme de l'H2 pour réduire l'acétate en

l'absence de sulfate (Laanbroek et al. 1982)

Ce sont surtout les Clostrldles hydrogénase positlves (comme C/ostndiurr.

k/uyverl,' ou d'autres bactéries réalisant la réaction de 5tickland:



Amas de 4 cellules
de Methanosarclna sp.

Fig.1B:
Possibli11té théorique de création d"un gradient
de protons par production et consommation de
l"hydrogène (selon l"hypothèse du recyclage d"hydrogène
d"Odom et Peck) au cours de la dégradation de l"acétate
par Methanosarcina species.
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utilisation d'un acide amIné comme donneur d'électrons et d'un autre acide

aminé comme accepteur d'électrons) qui sont susceptibles d'de produire et

consommer H')....

Si H2 est généralement capable de réduire le NAD(P)+ dans les cellules

contenant une hydrogénase couplée à un NAD(P)H, comme cela a été décrit

pour Clostndlum kluyveri (Simon et al. 1985) ou pour Clostndlum

butyr/cum(Matsunaga et al 1985), et si l'hydrogénase est périplasmique il

ne faut qu'un accepteur d'électrons pour permettre la création d'un

gradient membranaire de protons (Fig. 4). L'oxydation de H2 au cours d'une

fermentation pourrai t donc conduire à la format ion d'ATP sans l'ut il isat ion

d'une chaîne de transport d'électrons. Il serait donc intéressant d'étudier

plus en détailla consommation d'H2 par les bactéries fermentatives.

L'existence d'une ATP-ase chez certaines Clostrldies ne peut pas être

exclue car la réduction de la proline par C sporogenesest couplée à une

translocation orientée de protons (= souche probablement ATP-ase

positive) (Lovitt et al 1986). De plus C sporogenes peut jouer le rôle d'une

syntrophe (= souche hydrogénase positive) en présence de bactéries

hydrogénophiles (Wi Idenauer et Winter 1986). Théoriquement, Clostnd/un;

sporogenesdevrait donc être capable de croître en catalysant la réaction

suivante:

Eg. 18

H2C - CH2
1 1

H2C CH - COO-
\ /
NH

Praline 4-Am ino-valérate
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Il est à remarquer ici que) d'un point de vue mécanistique) les deux

modèles proposés pour expliquer la production et la consommation d'H2 au

cours du métabolisme de la plupart des bactéries hydrogénophiles testées

(Fig. 3) 4) (Lupton et al. 1984) Odom et Peck 1981)) ne s'excluent pas

mutuellement. Une combinaIson des deux modèles seraIt une solution

permettant la formation d'une force proton-motrice supérieure à celle

possIble pour chacun des deux modèles considérés isolément (Fig. 19), Le

recyclage de H2 ne représenterait ici pas le seul mécanisme formant un

gradient de protons) mais un mécanisme additIonnel.

3.6 Compétition : rôle écologique de la maintenance d'une

certaine concentration d'H2

La bactérie homoacétogène 5poromusa aCldovoranset la B5R Oesu/fovioric

fructosovorans sont toutes deux capables d'oxyder le méthanol en

utilisant respectivement le C02 ou le 504-- comme accepteur d'électrons.

En présence d'une concentration excessive en méthano1 (40mM)) ces deux

souches ne produisent pas d'acétate en coculture) mais du sulfure et

vraisemblablement du C02' 0 fructosovorans maintient) pendant sa

croIssance sur méthanol) des valeurs de la [H2] inferieures à celles

mesurées dans la culture de 5 aCldovorans (Tab. 5), Ceci permet

d'exp1iquer l' inh ibit ion de 1a réduct ion du C02 en acéta te dans 1a cocu1ture

en terme de TIH. (Dans une culture pure de 5 acidovorans) la présence

unique du sulfate n'a pas inhibée la dégradation du méthanol).



pérlplame membrane cytoplasme

HTP

HDP + P.
1

.' i H
2

BH+

BEquivalents
réducteurs

Fi g. 19

Création d'un gradient de protons:
1. au cours du transport membranaire des électrons (respiration)
II. par le mécanisme de recyclage de l'hydrogène pendant
l' oxydat i on des éQu iva1ents réducteurs par Desulrovibrio sp.

TE =Transporteur d'électrons, H2 asep =Hydrogénase périplasmique
H2 asec = Hydrogénase cytoplasmique, c} = Cytochrome c}
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Il se pourrait également que} dans la nature Iles bactéries qui

maintiennent des pressions partielles externes d'H2 à des valeurs

différentes} aient une influence mutuelle sur leur métabolisme pour deux

raisons:

- compétition vis avis de l'H2 excrété

- inhibition de la dégradation du substrat par d'autres bactéries par

production d'hydrogène,(Fig 17). Une illustration classique de cette

inhibition est représentée par Oesu/fovibrio sp, qui inhibe la dégradation

de l'acétate par /1etl7anosarcina tarkeri en produisant H2 à partir du

lactate (Mclnnerney et Bryant 1981), On peut expliquer par ce même

mécanisme, l'effet inhibiteur du formiate sur la méthanogénèse à partir de

l'acétate, observé dans une culture mixte d'espèces de Ce//u/omona0

Oesu/fovibrio et /1etl7anosarcina (Guyot 1986).

Même lorsque le substrat organique est identique pour les deux bactéries

de la coculture} il Y a possiblité d'interactions entre elles} entraînant

ainsi une compétition indirecte pour le substrat par l'intermédiaire du

pool d'H2 commun, comme nous l'avons déjà vu pour le méthanol.

On peut supposer que, dans les envlronnnements naturels exempts d'02 ces

bactéries sensibles à j'H2 sont toutes reliées à un pool d'H2 commun (Fig.

20), Les capacités métaboliques de ces bactéries (disponib il ité des

accepteurs et des donneurs d'électrons) déterminent leur participation au

turnover du pool commun en terme de production et de consommation d'H2'

Il se peut également que la taille du pool d'H2 commun détermine la

direction du flux d'H2: des concentrations élevées d'H2 entraînent une

consommat ion de l'H2 par toutes les bactéries hydrogénophi les. Des
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acétate

•.'.,--:.::,;----_/_'--- so

)

BHB

---~~
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50 -
1

Fig. 20.
Schéma simplifié montrant la participation de plusieurs
bactéries anaérobies dégradant un substrat organique (50)1

à un ·pool·commun de l'hydrogène. Les variations de la pression
partiel leI dues à la disponibilité des sources d'énergie l peuvent
déplacer les directions du flux d'hydrogène et peuvent transformer
une bactéries consommatrice facultativeed'hydrogène en productrices
d'hydrogène. L'epaisseur des flêches symbol ise l'act1vité
principale de consommation ou product1on d'hydrogène.

B5R = Bacteries sulfato-réductrices
BM =Bactéries methanogenes
BHA = Bactéries homo-acétogénes
BF = Bactéries fermentatives
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concentrations faibles d'H2 ont pour conséquence une production d'H2 par

certaines bactéries (qui maintiennent en culture pure des concentrations

d'H2 plus élevées, comme les bactéries homoacétogènes) alors que d'autres

bactéries hydrogénophlles (qui maintiennent des concentrations très

faibles, comme les BSR) continuent à l'oxyder. Si deux bactéries

différentes, qui maintiennent des valeurs de [H2] différentes pendant la

dégradation d'un substrat organique (ou si l'on veut parler de façon Imagée

: qui ~ont entourées par des nuages d'hydrogène diffus de différentes

tailles) arrivent au contact l'une de l'autre, le flux d'H2 suivra le gradient

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

L'augmentation des concentration d'H2 conduit à l'accumulation de produits

de fermentation réduits et à 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 la production d'acétate et d'H2 (Chung 1976,

Chen Min et Wolin 1977, lanotti et al. 1973, Schleifinger 'et al. 1975,

W1nter 1980, Baushop et Mountfort 1981, Stams et Hansen 1984, voir

également Introduction 3.4-3.7 ).

2. en inhibant la dégradation syntrophique des produits de fermentation

(Mclnnerney et al. 1979, 1981, Kaspar et Wuhrmann 1978, Mclnnerney et

Bryant 1981, Bryant et al 1967, Elch1er et Schink 1984, SI eat et Robinson

1983)

3. en Inhibant la dégradation des produits de fermentation tels que les

alcools ou le lactate, par des bactéries homoacétogènes et sulfurigènes

(résultats actuels),



Biopolymères

Lactate Succinate

Bac. syntrophes

Bac. métha

Bac.Homoacétogèns,
Desulfovibrio sp.

""'""-------------1..Hcétate

Fig. 21
Schéma simplHlé du rlux d'électrons dans les environnements
anaérobies et du turnover de l'hydrogène

Les trois sites où une concentrat.ion élevée d'hydrogéne peut conduire à l'accumulation des
produits de fermentation réduits, sont les suivants:

( 1) Déplacement du metabolisme des bacteries fermentatlves de la proauctlOn rJ'acet.ôte er.
d'hydrogéne vers la production d'alcools et acides gras

(2) 1nhibition de l'activité métabolique des bactéries syntrophiques (BPOH).
(3) Inh1bition de la dégradatlOn des substrats organlques par les bactéries hümoacétogènes,

sulfato- réductrices et méthanogènes.
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4 Influence possible de la variation d'énergie libre sur la

vitesse des réactions chimiques catalysées par les bactéries:

relation entre la thermodynamique et la cinétique

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

de J'oxydation de H2

Il semble d'après l'artjcle 5 que, dans les cocultures de deux bactéries

hydrogénophiles, c'est l'organisme qui ut il ise l'accepteur d'électrons

thermodynamiquement le plus favorable qui oxyde le plus efficacement

l'hydrogène. L'article 6 reprend ce problème et démontre avec plus de

détails le rôle de la thermodynamique dans la dégradation effective des

traces d'H2'
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article 6

The Capacitu of HlJdrogenotrophic Hnaerobic Hacteria

ta Compete for Traces of Hgdrogen

Depends on the Hedox Potential

of the Terminal Electron Bcceptor

Ralf Cord-Ruwisch 1, Hans-Jürgen 5eitz l , and Ralf Conrad 2

1 laboratoire de Microbiologie, OOSTCt1. Université de Provence. 3 Place Vict.or-Hugo. f-13331
Marseille Cedex 3. France

'2 Fakultat tùf" Biologie. UniversiUH Konslanz. Postfach 5560. D-7750 Konstanz. Federal Republic of
Germany
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Summary

The effect of d1fferent electron acceptors on substrate degradatlon was

studied in pure and mixed cultures of various hydrogenotrophic

homoacetogenic, methanogenlc, sulfate-reducing. fumarate-reducing and

nHrate-ammonifying bacteria. Two different species of these bacteria

wh1ch durlng organ1c substrate degradat10n produce and consume hydrogen,

were cocultured on a substrate whlch was ut111zed only by one of them.

Hydrogen, which was excreted as intermediate by the first strain (and

reoxidized in pure culture), could, dependlng 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 H2-formation of th 5 substrates are

considerably different. In coculture experiments nitrate or fumarate )

sulfate) C02/CH4 ) sulfur or CÜ2/acetate were the prefered electron

acceptors and an tncreas1ng percentage of H2 was transferred to that

bacterlum whlch was able to ut111ze the prefered electron acceptor.

ln pure culture the threshold values for hydrogen oxidation decreased in

the same order from ~ J J00 ppm for homoacetogenic bacteria to about

0.03 ppm for nitrate or fumarate reducing bacteria. The determined

H2-threshold values as well as the percentage of H2 transfer in cocultures

were related to the Gibbs free energy change of the respective hydrogen

oxidizing reaction.
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1ntroduct 10n

Hydrogen lS a key 1ntermediate durmg degradatlon of organlc matter ln

anaeroblc blotic environments (e Hungate 1967, Zehnder 1978, Bryant

1979) WolIn 1982). H2 is consumed by methanogenic, sulfate-reduclng, and

homoacetogenlc bacteria. Members of these bacterlal groups are able to

grow chemol1thotrophlcally wlth H2 as sole energy source. Thereby they

compete for H2 that has been excreted by fermentative bacteria. Slnce H2

concentrations are usually extremely low ln anaeroblc envlronments

(eStrayer & TledJe 1978) Robinson et al 1981, Lovely et al 1982, Conrad et

al. 1985, 1986, Novelll & Scranton 1987) microorganisms are outcompeted

for H2 by others whlch more effectlvely util1ze traces of H2' Competltlon

for H2 between sulfate-reducing and methanogenlc bacterla has been

thorough ly invest 1gated in the past. 1t has been shown that sulfate

reduclng bacteria are able to outcompete the C02 reduclng methanogenic

bacter1a for hydrogen because of thelr higher affinity and higher growth

yield (. Wlnfrey & Zelkus 1977, Abram & Nedwell 1978 a, b, Krlstlanssen

et al. 1982, Lovley et al. 1982) Lovley & Klug 1983, Lupton & Zelkus

1984, Robinson & Tiedje 1984, Robinson & Tiedje 1984), However, the

question remalned by what sulfate-reducmg bacterla are enabled to

exh1blt hlgher affinJtjes for H2 than methanogenlc bacterla (eKristianssen

et al. 1982) Recently the threshold concentration for H2 has been

di scussed as a more important factor for successrul1 compet j t lon

(eLovley 1986, Ward & Wlnfrey 1986). ACCordJng to thlS model, the

successful organlsm keeps the H2 partial pressure below the ]evel that IS
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necessary to allow H2 Oxldatlon by compet1tors. Sulfate-reducing bacteria

should therefore have lower H2 threshold levels than methanogenic

barteria. In fact, lt has been demonstrated that thesholds of hydrogen

oxydat1on were about one order of magn1tude lower ln sed1ments which

contalned sulfate besides bicarbonate as electrons acceptor (Lovley et al.

1982).

However presently it ls unknown which factors affect the magnitude of H2

threshold concentrat1ons in pure or defined mixed cultures. Beside the

catalytic propertles of the hydrogenases which catal Ize hydrogen

oxldation, the Gibbs free energy change of the total reactlon, including

reduction of the terminal electron acceptors may also be of importance.

Hydrogenotrophic anaerobes, such as chemo Il thotrophlc homoacetogens and

sulfate reducers do not only consume H2 but also produce H2 (. Hatchiklan

et al. 1976, Tsuji & Yag1 1980, Traoré et al. 1981, Cord-Ruwlsch et al.

1987) when metabo 1izing organic substrates. Methanogens produce H2

when growlng on CO (.O'Brlen et al. 1984) or formate (.Tzeng et al. 1975)

and Just recently lt has been demonstrated that H2 1s even produced during

acetate cleavage by Methanosarclna barkerl (.Lovely & Ferry 1984, Phelps

et al. 1985, Krzyckl et al. 1987, Boone et al. 1987) and durlng

homoacetogenesis on methanol (.Cord-Ruwisch & Ollivier 1986,

Heljthulsen & Hansen 1986). By test1ng dJfferent representatlves of

homoacetogenlc, sulfldogenic, and methanogenic bacteria (. Cord-Ruwlsch

1986, Cord-Ruwisch et al. 1987) we have recently shown that H2 Is in
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general a minor but significant product durlng metabolism of varlOUS

organic substrates. This indicates that facultatively hydrogenotrophic

anaerobes maintain a certain H2 partial pressure during metabol1sm.

Maintenance of a certain H2 partial pressure, however) would allow the

utllization of this H2 by other bacteria provided they exhibit a H2

threshold below that leveL

Here we show that the threshoid concentration of hydrogen 1S

predominantly dependent on the redox potential of the terminal electron

acceptor, and that H2 is transfered from one facultatively hydrogenoph1l1c

bacterium to another one, if the latter is able to more effectively utilize

the traces of H2 due to the thermodynamicàly more favorable electron

acceptor.
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Mater1als and Methods

Bacterla. The followlng bacterlal stralns were obtalned from the German

Collection of Microorganlsms (DSM): Oesulfoviôrio fructosovorans strain

JJ (DSM 3604), Oesulfovibrio desulfuricans strain ESSEX (DSM 642),

Oesulfovibrio vulgarlsstrain G6 (as Isolated from the deflned syntrophic

association wlth Syntrophus bushwellil, D5M 2612TB), l1etIJanobrevibactel

arborlplJilus (DSM 744), l1etIJanobrevibacter smitIJii (DSM 861 ),

l1etIJanococcus vannlelii (DSM 1224), l1etIJanobacterium lormlcicum (DSM

1535), l1etIJanospirillum lJungatei (DSM 864), Sporomusa acidovoranf.

(05M 3132), Sporomusa splJaeroldes (DSM 2875), Wolinella succlnogenes

(OSM 1740); and Oesulfobulbus elongatus and l1etlJanospirillum SK 6

were kindly donated by Dr. Samain, INRA, Lille, France and Dr. F. Wlddel

Un1verslty of Urbana, Illlno1s, USA, respectlvely. Oesulfovibrio vulgar/~

strain Hl1denborough was obtalned from Dr. C. Hatchikian, CNRS-I'1arseille,

France. Acetobacterium carbinolicum and Acetobacterium woodii strain

NZ Va 16 were klndly provlded by B. Elchler and R. Bache, University of

Konstanz, F.R.G., respectlvely. Sporomusa termitldalsolated from termite

hlndguts, was kln Iy donated by Dr. Breznak, Michigan State University,

E-Lansing, USA.

Medium and growth conditions. The anaerob1c, bicarbonate bUffered,

sulflde-reduced freshwater medium, as descrlbed for fatty ac1d degrading

sulfate-reducing bacterla (eW1ddel and Pfennig 1984) was modlfied by
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addlng 1 to 3 mM aceate (as carbon source) and by omitting sulfate. For

coculture experlments and for pure cultures w 1th Acetobacter/um wood/~

Woi//)ella succ//)ogenes and 5{}oromusa specles 0.05% yeast extract was

added. Electron donors and acceptors were added from steri le anaerobic

stock solutions. If not otherwise stated, their final concentrations were

(in mmol/l): fructose 10; lactate 20; methanol 20; formate 40; sulfate 20;

nItrate 10; fumarate 60; caffeate 5; sulf1te 10; thlosulfate 20; su]fur as

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

Theshold exper1ments. H2-thresholds were determlned in cultures

grown heterotrophically on organic electron donors or

chemolithotrophically on H2. ln heterotrophically grown cultures H2 was

produced and consumed during organic substrate degradatlon unti 1a nearly

constant H2 concentrat i on, Le. the tresho Id, was reached after dep 1et j on of

the organic substrate. In H2-grown cultures, the gas phase was replaced by

H2-free N2/C02 (80/20) and pressur1zed with N2 to 1 bar overpressure. A

limiting amount of H2 (giving about 10,000 ppm) was added and the

oxidation of H2 was followed until athreshold was reached. The

H2-threshold measurements were carried out at 28-34 oC using 120 ml

serum bottles with 80 % gas phase of H2- and 02- free N2/C02 (80/20)

mixtures. Throughout the experiments the cul tures was rapidly st irred or

shaken to ensure equilibrium of gas concentrations between the liqUld

phase and the gas phase. Hydrogen part j a1 pressures were determ ined by

analYZlng gas samples taken From the headspace and correctlng for the

headspace pressure measured with a needle manometer
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Analytlcal methods. Methane and alcohols were determ1ned by. gas

chromatograhy as descr1bed by Cord-Ruw1sch et al. (e1986). Sulflde was

determlned spectrophotometrlcally as collo1dal CuS (eCord-Ruwlsch

1985). Organlc aclds and fructose were analyzed by HPLC (eCord-Ruwlsch

et al. 1986). Hydrogen was measured wlth a H2 analyzer based on the

'HgO-Hg conversion technique (eSeller, 1978; Seller et al, 1980), and w1th

the commercial H2 analyzer (RGD2 & RGA2) of Trace Analytlcal, Stanford,

Callfornla, USA. The detection 11m1t for H2 was O,Olppm.

Competition experlments. AlI coculture experlments were carrled out
1"-

at 34°C with 10% freshly grown inoculum taken during the exponetlal

growth phase of the respective pure cultures. Bacter1a were grown on

methanol lactate or fructose with or w1thout a second bacterlal straln

whlch was unable to utillze the organic substrate but was able to use H2

as electron donor whlch was eventually excreted by the f1rst straln. The

second bacterial straln was able to ut11 Ize electron acceptors wh1ch were

added but could not be used by. the first stra1n. The H2-producing and H2

consumlng reactlons stud1ed are summarlzed together wlth the standard

Gibbs free energi es per mole of H2 f ormed or ut111 zed and the redox

potentials under standard conditions and pH 7 (Table 1). The fermentation

balances of the cocultures were determined after the organlc substrate

was ut111zed by measuring the degradation products (acetate, ethanoD and

the reduced electron acceptors. The stoichiometry of the H2-producing

reactions listed in table 1 allowed to calculate the amount of reduclng

equivalents transferred (presumably as H2) from one straln to the other.



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

Reaclions A6o, E··

II<J/mol H21 lmvl

H2-producing reactions:

C6H1206 + 4 H20 -------) 2CH3-COO- + 2 CHC03- + 4 H+ + 4 H2 - 51.5 - 681

CH30H + 2 H20 -------) HC03- + H+ + 3 H2 + 7.7 - 374

CH3-CHOH-COO- + 2 H20 -------) CH3-COO- + HC03- + H+ + 2H2 - 2.0 - 242

H2-consuming reaclions:

4 H2 + 2 H C03- + H+ -------) CH3-COO- +- 4 H20 - 26.1 - 279

H + 5° -------) HS- + H+ - 27.8 - 2702
4 H2 + HC03- + H+ -------) CH 4 + 3 H20 - 33.9 - 238

S 2- + -------) 4 H20 + HS- - 38.0 - 2174 H2 + 04 + H
2- -------) 2 HS- + 3 H20 - 43.5 - 1894 H2 + S203

2- -------) HS- + 3 H20 - 57.2 - 1 ~ 83 H2 + S03

H2 + Cafreale -------) Hydrocaffeate - 85.5 a) + 29

1-12 + Fumarale -------) Succinate - 86.2 + 32

4 H2 + N03- + 2H+ -------) NH + + 3 H20 -149.9 +- 3634

values caleulaled Îrom Thauer et al (1977). E· . of lhe couples acceptlng eleclrons from H2 was calculated relative to the
redox polential of H2 (- 414 mV)

a) esUmaled from Grbic' - Galie' (1985)
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Results

Coculture experlments. In pure culture, the homoacetogenlc bacterlum

Sporomusa acldovorans produces 0.75 mole acetate from oxldatlon of 1

mole of methanol by uslng C02 as electron acceptor (eCord-Ruwlsch &

Ollivier 1986). However, when cocultured wlth hydrogen consumlng

anaerobes, S. acldovorans reduced much less C02 to acetate and Instead
. ~

allowed growth of the hydrognotrophes prese.~t, by transfer _of reduclng

equlvalents (Table 2).

ThIs transfer occured wlth more than 90% efficiency when S. acldovoran~

was cocultured wlth fumalëlte, sulfate or nltrate- reducing H2 oxldlzers

(Table 2). In thls case S. aCidovoransoxidlzed methanol, presumably to

C02' but did not form acetate, whlle the cocultured bacterium reduced

sulfate to sulf1de (Oesu/fovibrio sp.>, nitrate to ammonium ('Ko/ine//a

succinogenes), or fumarate to succinate (If( succfnogenesJ ln almost

stoichiometric amo~nts. Since the co-cultured hydrogenotrophic bacteria

were unable to ox'jize methanol they apparently were able to "pulr

reducing equivalents presuma'bly as H2' from the methanol-degrading

Sporomusa. The same observation was made when fructose served as

electron donor or with Sporomusa sphaerolde~ degradlng lactate, in t,he

presence of the mentloned hydrogenotrophs. C02-reducing methanogens or

sulfur reduclng Oesulfovibrio only "pulled" 8 to 40 %of the total reduclng

eQulvalents produced as H2 by the Sporomusa specles. 51mllar results

were obtalned when Acetobacterlum woodll served as H2 produclng

bacterium.
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Growlng on lactate plus sulfate, Oesu/fovlbrlo vu/gans allowed 24 - 30 %

transfer of reduclng equlvalents (as H2) to Wo 11 nella reducing N03

whlch ls the energet1cally more favourable electron acceptor than sul fate.

However no H2 was transfered to 11. /lungatelor S. splJaerOides using an

electron acceptor whlch ls energetlcally 1ess favourable than sulfate.

(Table 3). When replaclng sulfate by elemental sulfur, whlch Is the

energet1cally Jess favourable electron acceptor Oesu/fov/orlo vu/çans no

longer produced sulflde but transfered a11 reduclng equlvalents to Ut:

succl/Jogenes(Table 3). Cocultures of sulfur-reduclng 0 vu/gans wlth C02

reducing S. acidovorafJs or 11 IJungatel resu 1ted ln reduct Ion of both

electron acceptors (Table 3).

1n the absence of externa 1electron acceptors Oesu/fov/ono fructosovorafJ~

strain JJ ferments 2 mole fructose to 1 mole succinate, 1 mole acetate,

and 1 mole ethanol (.Cord-Ruwisch et al. 1986). Only traces of hydrogen

(7600 ppm) were produced during this fermentation. In the presence of

sulfur or sulfate 0 fruclosovorafJs also used these external electron

acceptors and produced sulflde instead of ethanol or succinate. External

electron acceptors such as sul fate or su 1fur apparent ly were compet ing

for reducing equlvalents with the internai electron acceptors such as

acetaldehyde or fumarate. The same shlft of electron flow away From the

formation of the fermentation products ethanol and succinate was

observed when the act Ivl ty of hydrogen consum lng bacteria al lowed the

use of protons as external electron slnk by coupllng the oxidation of

Fructose vIa interspecies H2 transfer to C02 or N03 - reduct ion (rab le 4),
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The amount of H2 transferred to the accepting system was correlated to

the free energy change of the oxidat1on of H2 wlth the electron acceptor

used. Vlrtually all reduc1ng eQuivalents of fructose were used to reduce

sulfate or n1trate if present as external electron acceptor, whereas only

part of the electrons were used to reduce C~ or sulf~r as external H2

sink. In the latter case, internal electron acceptors generated during

fermentat10n of fructose apparently were preferred and succ1nate and

ethanol were excreted as reduced products of fructose ox1dation.

Pure culture exper1ments.

The results of the coculture experlments suggested that the efficiency of

competition between the stra1ns depended on thelr capaclty to oxldlze low

concentrations of hydrogen. Therefore, the threshold values of hydrogen

oxldatlon were measured ln pure cultures of the indivldual strains used for

the coculture experlments arJcompared to th~;- threshold values of other

stralns of homoacetogenlc methanogenic and sulfate-reduclng bacterla.

Fig. 1 shows the H2 partial pressures of H2 ln cultures of Oesulfoviôrio

desulfuricans growlng on lactate wlth dlfferent electron acceptors. H2

was lntermedlarlly formed dur1ng lactate degradatlon slmllar as shown by

prevlous experlments (eHatschlklan et al 1976, Tsuji & Vagi 1980, Traoré

et al. 1981, Lupton et al. 1984) but was degraded until a certain threshold

value was reached. These threshold H2-mixlng ratios were about 5 -25

ppm when sulfate, thlosulfate, sulfite or sulfur served as the only

electron acceptor (Fig. 1), Wlth nitrate however, which Is an energetically

much more favourable electron acceptor than sulfate (see Table 1).J

hydrogen was oxldlzed down to mlxing 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 degredation by Desulfovibrio desulfuricôns Essex with

different externe1 electron ecceptors. Concentrotions are gil'en in

Materiels end Methods section.
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ppm, F1g.l ).

Fig. 2 shows slmllar experlments wlth A. woodll growtng on hydrogen as

electron donor and wtth or w1thout caffeate as add1t10nal electron

acceptor (.Bache & Pfennig 1981, Tschech & Pfennig 1984). The final H2

threshold was much lower wlth caffeate than wlth C02 as electron

acceptor, aga1n indlcat1ng that the energetically more favourable electron

acceptor allows the ut1lizatlon of lower H2 concentrations. S1m1lar H2

threshold concentrations were reached, however, w1th If( succinogenesand

Desulfovtbr10 desulfur1cans whlch bath are able to oxldlze ~ by the

reductlon of fumarate to succlnate or nitrate to ammonla (Table 5).

Table 5 summar1zes the H2-thresholds that were measured for the

indlvldual H2-oxid1zing react10ns by us1ng var10us stralns of bacter1a. The

results 1ndicate that there 1s a systematic trend from relatively high

(ca. 1000 ppm ~) to very low (ca. 0.03 ppm H2) threshold concentrations

wlth increaslng Gibbs free energy changes of the H2-consum1ng react1on.

The effect of fumarate or n1trate addition to a culture of Oesulfoviôrlc

froctosovorans strain JJ grow 'j ng on saturating concentrat ions of H2 (3

bar of H2/C02 (80/20) in the gas phase) and sulfate Is shawn in Fig 3l

Fumarate did not inhibit the utl1ization of sulfate, but was additlonally

used as electron acceptor. This was different, however, when

H2-concentrations were 1n 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 WOOd1; with

C02 end C02 + C8ffeate es terminal electon acceptor. Two cultures were

grown on H2 plus C02 and on H2' C02 + Caffeate [SmM], respectively. After

the end of growth H2 [C6. 10,000 ppml wes 6dded to both cultures and

caffe6te [1 mM] to one of them.
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Table 5: Effect of electron acceptor on the threshold of H21n dlfferent
hydrogenoph111C bacter1a grow1ng on organic substrates or H2' Values glVen
are means of at least dupllcate experiments. Reproductlbility was about
:i:50~.

Electron acceptor

oxldlzed 1 reduced Mlcroorganism Substrate H2 [ppml

c~ 1 acetate Sporomusa acidovorans Methanol 430
Sporomusa termitida ~ 830
Acetobacterium woodH H2 520
Acetobacterium carbinolicum H2 950

Sulfur 1 Sulfide Desulfovibrio fructosovorans JJ Lactate 24
Desulfovibtio desulflricans Essex Lactate 10
Wolinel1a succinogenes H2 5

,
C~ 1 CH4 Methanospirillum hungatei Formate 2S

H 302
Methanobrevibacter smithii H2 100

arboriphilus H2 90
Methanobacterium formicum H2 28
Methanococcus vannielii ~ 75

Sulfate 1 Sulfide Desulfovibrio fructosovorans JJ Lactate 12
Desulfovibrio wlgaris Hildenborough Lactate 19

wigaMsG6 Lactate 16
. desulfuricans Essex Lactate 8

desulfuricans Essex H2 9
Oesulfobulbus elongatus Lactate 13

Sulfite 1 Suinde Oesulfovibrio desulfuricans Essex Lactate 6
Thiosulfate 1 Sulfide desulfuricans Essex Lactate 7

Caffeale 1 Hydrocaffeate Acetobacteriwn woodii H2 3

Fumarate 1 Suecinate Wolinel1a succinogenes ~ 0.02
Desulfovibrlo fructosovorans JJ Fumarate 0.9*

Nitrate 1. Ammonia desulfuricans Lactate 0.03
desulfuricans H2 0.03

Wollnella succinogenes H2 0.02

* D...JructOSQYocans dlsproportionates fumarate ta a::etate and sucelnate , 50 that fumarate as
electron ~ptor may become llmitlng at the€nd of growth rather than H2.
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Fig. 3: Effect of fumarôte [70mi'1l addition (môrked b'fôrrow) ta ô culture

of DesulfoYibrio fructosovorôns growing on H2 plus sulfate.
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reduced dur1ng fumarate oxldat1on to acetate.

Slmllar results were observed wlth Oesulfovlbrlo vulgarls straln Essex

whlch prefers nltrate to sulfate as electron acceptor when groY/lng under

H2 l1m1t1ng cond1t1ons. (- Seltz & Cyplonka 1986), Under saturat1ng

cond1t1ons of H2 (see above), however, the add1t1on of nitrate to a sulfate

reduclng culture d1d not s1gn1f1cantly influence the metabol1sm of 0.

desulfuricans.
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DIscussIon

Our results show that two bacterial species could compete ln coculture

for an organlc substrate al though one of them was unable to uti I1ze the

substrate ln pure cul ture. This is most probab ly due to the fact that sma 11

amounts of H:2 are produced durlng the degradat lon of the substrate by the

first species and that both species compete for the excreted H2' ThIs

results in an interspecies H,., transfer as soon as the second bacterium has
.L-

a slmi lar or higher H2 ut! 1izlng efficiency than the first one. The

efficlency of transfer of reducing equlvalents was paralelled by the

efficiency to utllize H2 down to low threshold concentrations and

depended on the energetics of the H2-utilizing reaction. Hence, electron

acceptors wlth increasing redox potentials resulted in decreasing H2

thresholds and increasing H2 transfer to those bacterial species whlch

were able to utl11ze the energetlcally more favourable electron acceptor

This interspecies communication via H2 appears to be independent on the

H2 producing reactjon, as similar results were obtained with methanol,

lactate and fructose as organic substrates, These substrates are

dlstlnguished by the Gibbs fee energy and thus by the ease of H2 llberation

durlng substrate degradat ion.

1t is known from the Ilterature that the degradat ion of a substrate can be

accomplished in syntrophy by one bacterium oxidlzing the substrate by

reducing protons and the other bacterium Oxidizing H2 by reducing a

sUltable electron acceptor (.Mclnnerney & Bryant 1980, Wolin 1982... Mah

1982, Schink 1987), Recently it has been shown that methanol utilizing

96
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homoacetogens completely transferred the reduclng eqlvalents generated

durlng substrate oxldatlon to H2-ut1 flz1ng sulfate reducers

(eCord-Ruwlsch 8< OllIvIer 1986, HelJthulJsen 8< Hansen 1986). The

Interspecles H2-transfer took place although the homoacetogen was not

able to conserve energy for growth durlng oxldatlon of methanol.

Interspecles H2-transfer was even observed ln cocultures. of

sulfate-reduclng Desulfovlbrlo wlth the acetate utlllzlng Methanosarclna

as H2 donor (ePhelps et al. 1985). Methanosarclna apparently produced less

CH4 from the methyl group of acetate when an H2-acceptlng bacterlum

was present that was able to "pull" reduclng equlvalents by energettcally

favourable H2-uptake reactlon. In thls case the two electron acceptors ln
•competitIon for reduclng eQulvalents were apparantly the.methyl group of

acetate and sulfate (vIa proton reductlon to H2). Our results are ln line
\'

wlth these observatIons, lndlcat Ing that reduclng eQulvalents are ut llized

by those metabollc reactlons which allow the h,lgher yleld of energy.

Our results further Indlcate that H2-transfer may be brought about by

reachlng a lower H2-threshold concentratIon when the H2-utlllzlng

reactlon Is thermodynamlcally more effIcIent. ThIs supports our vlew

(eCord-Ruwisch et al. 1987) that facultatlvely hydrogenotrophlc bacteria

communicate by means of a particular range of H2 concentratIon

(eH2-buffer) that is maintained wlthln the ecosystem as long as the

aval labl lItY of electron donors and acceptors is maintained, Le., the

thermodynamlc condItIons of H2 utlllzatlon are constant.

The thermodynamic condItIons do not only depend on the nature of the
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redox couple but also on the concentrations of the electron donor H2 and of

the dlfferent electron acceptors. Hence, the low solubility of elemental 50

as electron acceptor may explaln why sulfur-reducing bacteria competed

less errlclently with homoacetogenic and methanogenic bacteria for

reducing equlvalents, so that the latter species were able to pull 60-80 %

of the reducing equivalents from sulfur-reducing but not from

sulfate-reducing Oesulfovibrio. 5imilarly, the fermentative

disproportionation of fructose by Oesu/(ovlorlo (ructosovoralS was

partlally replaced by reduction of external sulfur or sulfate, or by transfer

to H2-uti 1izlng homoacetogens and methanogens, although the reductlon of

lntracellularly generated fumarate to succinate should be energetically

more favorable. The lntracellular fumarate concentrations were most

probably too 10w to compete for reducing equivalents with the high

concentrat Ions or external electron acceptors. This Is ln accordance wl th

the observation that fumarate was used in additIon to sulfate as electron

acceptor when the electron donor H2 was saturat ing, but were used

instead or sulfate, when H2 concentrations were low

Nltrate IS used as electron acceptor for respiratory nitrate

ammonlficatlon by WO/I/le//a succi/logenes (.8okranz et al. 1983) and

Oesu/(ovl/)r;(J desu/furk:ans (.Sei tz & Cyp ionka 1986). Both ba~ria

showed the highest eff iciency to use low concentrat ions of H2 and to pull

reducing equivalents from other facultative hydrogenotrophic bacteria in

the presence of an organic electron donor. Even sulfate reduction was

partlally outcompeted by nitrate ammoni flcation. 1t has earl ier been

shown that sulfate reduct10n in sediments may be inhibited upon addition
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of nitrate. This errect has been explalned by the toxlclty of eventually

produced Intermedlates (nitrite) (.Hukellklan 1943, Jenneman et al. 1986).

However, the Inhlbltory effect of n1trate may as well be explalned by

successful competition for H2 as Important Intermedlate of organlc

matter degradatfon sfmllar as the fnhlbltory erfect of sulfate on methane

productfon was explalned (.Wlnfrey & Zelkus 1977, Abram & Nedwell

1978a Krlstlanssen et al. 1982).

Our results conflrm the general valld1ty of the concept that H2-consumtng

reactlons wlth better energetlcs domlnate ln mlxed cultures and

presumably also ln the envlronment. Our results further indlcate that the

level of the H2 threshol~ concentration apparently Is not lfmlted by the

first step, the oxldatlon of H2 catallzed by hydrogenases but by the redox

potentlal of the terminal electron acceptor: Whereas H2-threshold

concentrations were markedly dtfferent for dffferent electron acceptors,

they appear rather slml1ar for the same electron acceptor even if different

bacterlal strains wlth different hydrogenases and other enzyme activlties

were tested.

It Is unknown, whether the terminal electron acceptor may affect the

""klnetlc propertles-(Km, umax) of the H2 consumptlon reactlon. It has been

calculated that the rate of organlc substrate degradatlon ln H2-syntrophic

cocultures Is dependent on the efflclency of the H2 consumer to use low

concentrations of H2 (.Powell 1984, 1985, Archer & Powell 1985). In

llght of these calculations our observations suggest that the terminal

electron acceptor may be the llmiting factor for the rate of substrate
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degradatlon. ThiS ls in accordance w1th the observation that syntrophlc

cocultures grow more rapldly wlth sulfate reducers than with

methanogens as H2 scavengers (.Soone & Bryant 1980) Mountfort & Bryant

19a2} Mclnerney et al. 19a 1). The relation or rates of substrate

degradatlon to the presence of different electron acceptors and for

dlfferent H2 scavenging bacteria is presently studied in our laboratory.
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4.2 Effet de l'accepteur terminaI d·électrons sur le taux de

croissance d'une syntrophle
•

L'article 6 a montré que la variation d'énergie libre de la réaction

d'oxydation de l'H2 est responsable de la capacité d'une bactérie à oxyder

les traces d'H2 jusqu'à un certa in seu Il. Pour situer 1a va1eur du seu 11 de 1a

dégradation d'H2 par rapport aux paramètres cinétiques (vmax, km), une

modification du diagramme classique de Mlchaells-Menten est nécessaire

(Fig. 22)

v

Ymllx-,-------===t:----

seuil km

FIg.22
SIt\atlon du !eUÜ dit dégladarlon dit l'hydrogè,..
par faR)Orf au paramètres classiques de clMt1que.

C'est surtout la vitesse de dégradation de l'H2 en faible concentration qui

est déterminante pour les processus de dégradation de la matière

organique et de corrosion du fer (cf. cl-dessous), Or cette notion de vitesse

ne relève plus de la thermodynamique mais de la cinétique, Cependant, Il

est intéressant de savoir si la variation d'énergie libre d'une réaction au
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cours de laquelle H2 intervient comme un intermédiaire, peut influencer la

vitesse de cette réaction.

La vitesse de dégradation d'un substrat organique par une coculture

réalisant un TIH obllgatoire est en général proportionelle au taux de

croissance de cette cocul ture. En outre, le taux de croissance des deux

partenaires d'une syntrophle à l'éQull ibre sont forcément identiques

(Powell 1984). Si l'on considère qu'en culture pure, les taux de croissance

théoriques du donneur et de l'accepteur d'H2 dépendent de la concentration

en H2 (Fig. 23 et 24),

[H2 l

~~ de la concencradon de
r~ sur le taux de crofnance
d'une tliIld6rte oxydanl r~,..

on peut également calculer le taux de croissance de la coculture

réunissant ces deux organismes et réalisant le TIH (Powell 1984, Archer

et Powell 1985). Les résultats de ce calcul sont schématisés sur la Figure

25. Cette figuîe montre que la vitesse de dégradation d'un substrat

organique, au cours de laquelle H2 est produit obligatoirement à partir du

NADH (syntrophie), dépend de la concentration ambiante d'H2' Pour cette
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raIson, le taux de croissance d'une syntrophle est donc fonction de la

concentration en H2 effectivement mesurable dans la culture et c'est le

consommateur d'H2 le plus apte à ut i liser de faib les pressions part le lies

d'H2 qui déterminera la vitesse de croissance de la syntrophie (Powell

1984,1985, Archer et Powell 1985).

..................... "'-Ilrnax 1

..........
I-------:::~.

J----r--~ ...-~ 2

t--~~-~•••.... """"" ...- "'max 3

.~.::{:::.:: .
,'::::..

Fig. 25
Tauxdecrolstance ~I théorique (d'aptèsArctwret PoweH
1Q8S) d'une eocuftw. syntrophjque en fonction de la concentration
d'~ne. Exempte de 3 ba~r1n coMOmmaU1c:es
cfhydn:)gène qui ont un km slmman mals un vmax dltll6rent.

Pour vérifier si les bactéries hydrogénophlles utilisant un accepteur

d'é lectrons énergét lquement favorable sont également capables en

coculture, de maintenir de faibles concentrations en H2 et de ce fait

d'accélérer le taux de croissance de la coculture, nous avons couplé une

bactérie syntrophique avec des bactéries consommatrices d'H2 ut1llsant

différents accepteurs d'électrons.

En utilisant C/ostrldlum bryantllcomme donneur d'H2' une croissance a été

observée uniquement dans le cas d'une coculture avec une bactérie

méthanogène ou avec une bactérie sulfato-réductrice <Tab.6). C'est

probablement pour des raisons thermOdynamiques que la coculture de
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Coculture sur butyrate (1 OmM) de Clostr!d!um bryafJt!! et de bactéries

consommatrices d'hYdrogène ut li isant di fférents accepteurs d'é lectrons.

bactérie oxydant l'H2 accepteur d'électrons temps de génération

[hl

Acetobacterium woodi i C02 / acétate 0

Methanospiri Ilum hungatei C02/ CH4 l'le::L....J

Desulfovibrio vulqaris G6 5°4-- 86

Wol inella succinogenes fumarate 0

Nitrate °
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C/ostridium br,Vantii / Acetobactenum woodii n'a pas démarré.

ea.2Q t.Ge'= -104,6 kJ

ea.21 2 CH3-CH2-CH2 ror + 2H~- (===) 5 CH3COO- + H+ t.Ge,=- 8,4kJ

t.Ge'= - 4,2 kJ/mol butyrate

(pour comparaison:~ ADP + Pi (-=) ATP + H20 t.Ge'= + 31,8 kJ/moD

Par contre, il est plus difficile d'expliquer pourquoi C/ostndlum bryanti,

ne s'est pas développé en présence de bactéries consommatrices d'H2

réduisant le nitrate ou le fumarate. La concentration en H2 dans le milieu

est très faible dans ces deux cas <rab. 6). Par conséquent, il est possible

qu'll n'y ait pas eu maintien d'une concentration suffisante en NAD(P)H

réduit (Fig. 17) nécessaire à l'assimilation (par ex. glyconéogénèse) et

donc à la croissance de C/ostndium bryantii

Les résultats obtenus avec Acidominobacter hydropenoformans.,en tant que

donneur d'H2 <rab.7) correspondent à la théorie d'Archer et Powel1 (1985)

et sont également en accord avec les résultats présentés dans l'article 6 :

dans les cocultures, le potentiel de l'accepteur terminal d'électrons testé,

détermine la concentration en H2 résiduel1e mesurable et donc la vitesse

globale de croissance de la coculture. En s'inspirant du schéma théorique

d'Archer et Powel1 (1985), il est donc possible de représenter, de manière

empirique, sous forme de diagramme, le taux de croissance de la coculture
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Acldamlnobacter hydrogenoformans dégradant l'alanine (20mM) en

coculture avec différentes souches acceptrices d'H2'

Souche consom

-matriced'H2

accepteur

terminal d'e-

taux de croissance* concentration **

d'H2 [ppm]

sans H+ 0.0 18 000

A. wcooii C02 0.016 3 000

M.hungatei C02 0.021 500

D.fr uctosovorans S04-- 0.018 n.d.

D.desu1furicans S04-- 0.024 180

D.desulfuricans N03- 0.036 12

n.d.= non déterminé

• la croissance de la coculture est faible (Densité optique maximale autour de 0,12). cependant

la tendance générale des taux de croissance àaugmenter en fonction du potentiel des accepteurs

d'électrons, est reproductible.

··les valeurs représentent la moyenne de la [H2] mesurée quand la coculture était en équilibre

(phase exponentielle de croissance).
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en fonction de la concentration en H2 détectable dans le milieu (Fig. 26 et

2n.

En fonction de ces résultats et des valeurs de seuil d'H2 mises en évidence

dans l'article 6, il semble nécessaire de modifier le schéma théorique (Fig.

25) proposé par Archer et Powell (1985), En effet, c'est le seui 1

d'oxydation de l'H2 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 l'article 6, o~t montré que la variation d'énergie libre d'une

réaction peut également déterminer indirectement (via le seuil de

concentration en H2) la vitesse de cette réaction. Comme la [H2] paraît

être en équilibre avec les transporteurs d'électrons (Fig. ln le seuil de la

[H2] oxydable correspond à un certain rapport de transporteurs d'électrons

réduits/ transporteurs oxydés. Le seull de [H2J pourrait donc être

considéré comme un seui 1de ce rapport.

4.3 Influence du nombre de bactéries oxydant H2 sur le taux de

croissance d'une bactérie syntrophique

Plus une réaction est thermodynamiquement favorable, plus elle peut

théoriquement permettre un gain d'ATP et donc une production de biomasse

importante. Cette équivalence permet d'envisager l'obtention d'une

biomasse en cel1ules hydrogénophiles d'autant plus importante que
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Dépendence du taux de croissance de la bactér1esyntrophe Acldamlnobacter hydrogenoformans sur alanine 120mM]
en fonction de la concentration de l'hydrogène maintenue à un certain niveau par l'activité de plusieurs bactéries h)'drogéno
phlles: 0= Desulfovbrlo desul1urlcans Essex avec nitrate, 0= D. desul1urlcans Essex avec sulfate, .0. = Methanosplrlllum
hungatel. V =Acetobaeterlum woodll

Symboles fermés =Concentration d'hydrogène pendant la croissance
Symboles ouvens =Concentration d'hydrogène limite (seuil) pour l'accepteur d'hydrogène
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Taux de croissance lJ.s dlune coculture syntrophique
en fonction de la concentration de l'hydrogène.
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different.
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l'accepteur d'électrons uti 1isé par la souche est thermodynam iQuement

favorable. En fait l'utilisation d'un accepteur d'électrons constitué d'un

couple thermodynamiquement favorable, peut augmenter la biomasse d'une

bactérie oxydant l'H2 (Tschech et Pfennig 1984, Seitz et Cypionka 1986).

Or, la biomasse bactérienne est directement liée à la concentration en

enzymes et donc en ce Qui nous concerne ici, en enzymes catalysant

l'oxydation de l'H2. Par conséquent en augmentant la denslté de la bactérie

acceptrice d'H2, il est théoriquement possible d'accroître la vitesse

d'oxydation de l'H2 et donc le taux de croissance de la culture

syntrophique. Afin de vérifier cette relation, nous avons suivi, en l'absence

de sulfate, la dégradation du lactate par 0. fructosovoransen coculture

avec !1etIJanosfJ/r///um 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 la concentration en H2 détectable dans

le milieu et, également, selon l'idée d'Archer et Powell, sur le taux de

croissance de la bactérie syntrophique.

Conclusion: la variation d'énergie libre fournie par la réaction d'oxydation

de l'H2 influe sur le taux de croissance d'une coculture bactérienne

réalisant un TIH. Ceci est dû à la capacité de la bactérie hydrogénophile à

maintenir des pressions partielles en H2 à un niveau très bas. Cette

capacité depend de son seull d'utilisation limite de l'H? et à un degré

moindre, de son rendement de croissance par mole d'H2 oxydée.
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4.4 Rèlat10n théor1que entre la var1at1on d'énerg1e l1bre et la

v1tesse d'une réact10n

D'une manière générale, on pourrait croire Que les réactions très

exergoniQues se déroulent plus vi te Que les réact ions faiblement

exergoniques, ce qui n'est cependant pas toujours le cas. En effet, la

variatIon d'énergie 1ibre d'une réaction (~G·'), indique si cette réaction est

thermodynamiquement possible ou non, mals ne fournit aucun

renseignement Quant à la vitesse de cette réactIon. La vitesse d'une

réaction chimique est surtout un problème mécanlstlque et dépend plutôt

de l'énergie d'activation (~G#, Fig. 29) de la réaction.

•.~
c5

voi. d. nlctiaa

FIg..N
Niveau d"nergle en fonction de la vole
dernetlon
t.G' :. Energie d'actlvacion
~G. Enet91e

Plus l'énergie d'activation d'une réaction exergonlque est négligeable

(comme par exemple dans le cas d'une catalyse maximale), plus la réaction

se déroule rapidement. Une te lIe réact Ion se décompose en deux réactions

partielles ayant chacune sa propre vitesse: La vitesse de la réaction

Initiale ( v.... )et de la réaction inverse ( V+-):



labo 8
Effet de l'ajout de ;"IethafJosjJirillum lJufJgatei sur la vItesse de la
degradat1on du 1actate [20mM]

Culture de M. hungatei lm111) rapport du nombre Hydrogène présent

rajoutée à l'inocu1um de de callu1es M.hung.l dans la cocu lturs u2

D. fructosovorans/M. hungatei D-fructos. (:t] 1 (ppm] (h- 1]

° 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 à partir du nombre de cellules de la culture de t1eI1l8()0$1J1rl!!(Jm !7(J()!J8le/( 9 x 107

cellules/ml) et de la coculture (3 x 108 et 3 x 107 cellules/ml, 0. fr(JclosovOr8()Set ft.

/}(J()Ç8lel; respect ivement)

2) U est calculé à partlr de la vitesse de dègradatlOn du lactate et représente le taux de

croissance de 0. fr(JclosovOr8()Smais pas le taux de croissance de la cœulture, car ft. !J(J()galel

ne se multiplie probablement pas.
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A + B --) C réaction initlale v~ vitesse initiale

C --) A + B réaction inverse v ~ vitesse inverse

A + B <===r) C réaction globale v vitesse globale

v = v-+ + V ~

Les vitesses de chacune des réactions partielles} dépendent de la

concentration en réactifs. La vitesse de la réaction globale dépend donc

des concentrations en réactifs et en produits. En conséquence, la vitesse

d'une réaction de type A + B <=) C diminue progressivement jusqu'à ce

que la vitesse de la réaction initiale devienne égale à la vitesse de la

réaction Inverse. La réaction est alors en équilibre dynamique et la

variation d'énergie 1ibre est égale à O. La progression classique d'une telle

réaction est présentée sur la figure 30 et est similaire à celle obténue

avec une culture bactérienne dégradant l'H2 (Fig. 31 ).

Au cours de la réaction, les concentrations en réactifs et en produits sont

à chaque instant, fonction de :

1. la valeur D.G' de la réaction: eg.23 D.G' = D.Go. + 2,3 RT log[{RB]

2. la vitesse de la réaction:v = V --+ + V~

~ v ~ = -.d.lAl = k1 [A1[B]
dt

~ v= kl [A] [B] + k2 [Cl

ea.25 v~ = - .dlCl = k2 [Cl
dt
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La vitesse de la réaction dépend donc à chaque instant) de la variation
d'énergle lIbre de la réaction:

si: v=O donc QJ& =
dt

.dlCl
dt

alors

Si l'on suppose que la catalyse de la réaction d'oxydation de H2 est presque

maximale (en fait on ne connaît pas de catalyseur chimique de l'oxydation

anaérobie de H2 dans l'eClu) aussi efficace que les bactéries qui réduisent

le C02) le 5°4-- ou le NO]- ), on peut alors considérer que la concentration

en H2 non oxydé dépend de la concentration d'équilibre de la réaction L:~Go,

= 0) et v-1 =v~ ). D'autre part) lorsque les concentrat ions en réactifs et

en produits ne varient plus, même 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

(dissim'ilation) sont également liées, via les transporteurs d'électrons, aux

réserves d'énergie (représentant un tampon d'équivalents réducteurs) et

aux réactions anaboliques (assimilation). De ce fait, nous nous attendons

seulement à une relation approximative entre la concentration d'équilibre

et la concentration limite (seuil) de d'H2 dans les cultures

bactériennes.(comparer Fig. 1avec Tab. 5 de l'article 6).
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Fig. 31
Dégadation de l'hyctogène dissous par Desulfovitrio desulfurjcans ESSEX
avec sulfate dans un essai sans phase gazeuse (séringue en verre de 50 ml).
POli' la mesure de l'hyctogène, 2 ml de lacutture ont été préfevés et a9tés
avec 2ml de N2IC02. L'hyctogène extrait de cette manière dans la phase
gazeuse a été méSll'é par chromatogaphie(c.f. articte 6).

La valet.r k mpeut être estimée à oarti" de la ~h~~ 1.. vit_A ............i... ......~__I-
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4.5 Influence poss1ble tles réact10ns 1nverses

4.5.1 Oxydatlon anaéroble du sulfure

Selon les réflexîons cî-dessus, on peut supposer que l'oxydation de H2

ralentit et puis s'arrête (seuil de [H2]) à cause de la vitesse de la réaction

inverse Qui se rapproche de celle de la réaction initiale. Par exemple:

Ea,28 CH4 + 3 H20 <========> 4 H2 + HC03- + H+ aGo'= 135,6 kJ

(devient exergoniQue à partir de 1 ppm H2)

E9..22.... HS- + H+ <========> H2 + SO

(devient exergoniQue à partie de 10 ppm H2)

Dans le cas où la réaction est en équilibre dynamique, l'enlèvement d'un

des réactifs permettrait théoriquement de déplacer la réaction vers la

production de ce réactif, Les questions suivantes nous ont semblé

intéressantes:

Certains composés organiques ou inorganiques réduits produisent-ils

des [H2] mesurables ou biodégradables?

2 La consommat ion de H2 dans le cas où ce1le-ci est en équi libre avec un

réducteur, peut-elle conduire à l'oxydation de ce réducteur?

Pour répondre à la première question, la concentration en H2 a été suivie

aprés dissolution de plusieurs composés rédults dans de l'eau anoxique.

(Tab. 10). Dans ce tableau la concentration en H2 prOduite à partir de l'H2S



, - ......,

lab.l0
Réduction des proton de l'eau par différents
composés réduj ts.

Réducteur H2 produit après 2jours [ppml

Na2S 170,0

TiCJ3 9,5

VC13 3,5
FeC12 2,9

MnS04 2,9

NaCl* 1, J

5nCJ2 OQ,-

"'"Temoin

0,01 gde sel œchaque produit ont ét.é mis dans des tubes de Hungat.e

degazés avec N2 (contenant à peu près 1 ppm de H2)' Ensuite 10 ml

d'eau stérile anoxiQue ont été rajoutés. La phase gazeuse était

d'environ il peu près 15m1.
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est surprenante; elle est supposée avoir une signification écologique.

Cependant il a été démontré après l'enlèvement de H2 produit par la

dissolution de Na2S dans l'eau, que la valeur précédente obtenue pour l'H2

n'a pas été reproduite (Fig. 32).

Afin de voir si l'H2S dissout peut être généralement oxydé par .les

bactéries capables d'oxyder les traces d'H2 inférieures à celles produites

par l'H2S, nous avons incubé ces bactéries en présence de sul fure comme

source d'énergie (rab. 11). Toutes les bactéries qui sont capables de

diminuer la concentration en H2 jusqu'à des valeurs inférieures à 1 ppm

(article 6) sont aussi capables d'oxyder le sulfure (probablement en

soufre). Cependant si la réduction du nitrate peut conduire à la formation

de nitrite, un intermédiaire non stable et plus oxydé que le sulfure, il peut

y avoir une oxydation du sulfure en 50 par le nitrite. De toute façon en

utilisant le test qualitatif de dosage du nitrite par le réactif dè

Griess-Illosvay, nous n'avons pas détecté de production de nitrite chez les

souches nitrato-réductrices de Wo/ine//a succirJogenes et Oesu/(ovibriv

desu/(uricans Essex. Cependant la dégradation du sulfure par Wo/ine//é

succinogenes avec le fumarate comme accepteur d'électrons, ne peut

s'exp1iquer que par une oxydation catalysée par l'act ivi té de cette souche.

Ce genre de métabolisme vient d'être 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/irJe//é.

succirJoqeneson ne peut pas à l'heure actuelle, exclure lintervention de

l'H2 dans la dégradation anaérobie 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
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Tableau 11

Oxydatlon du sulfure présent comme seule source d'électrons (1 OmM) et

comr:1e cosubstrat OmM) par les cultures bactériennes consommatrices

d'H2'

Souche

Accepteur

d'électrons comme seule

source d'énergie

Sul f u r a ra st an t

en oo:lition

œvec un substrat organique

M. hungatei C02 10.3 2.6 Formiate 40

D.fructosovorans Fumarate 10.0 2.8 Fumarate 20

D.œsulfuricans Fumarate 9.6 3.3 Fumarate 20

D.œsulfuricans 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. œnitriflcans Nitrate 8.8 0.0 Acétate 5

Toutes lesvaleurs sont données en mM.

Le temps d'incubation aété de20 jours. l'inoculum de 1O~.
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également susceptibles d'utiliser leur capacité à oxyder H2 pendant

l'oxydat ion de ces composés.

4.5.2 Essai de démonstration de la dégradation anaérobie du

méthane.

Le méthane, très apolalre, est un composé relativement inerte dans l'eau.

Cependant il a été récemment démontré que le méthane est apparamment

dégradé, même dans les environnement anaérobies (Iversen et J0rgensen,

1985), au profit de la sulfatoréduction. Les seules bactéries anaérobies

connues possédant les enzymes qui cata1isent les réactions où le méthane

intervient en tant que principal réactif, sont les bactéries méthanogènes

elles-mêmes. Une oxydation nette du méthane par ces bactéries serait

thermodynamiquement possible dans les biotopes où la (H2] est très faible

CTab. 12, Fig. n. Si le seuil de dégradation de H2 par les bactéries

méthanogènes résulte de la réaction inverse non négligeable (CH4 + 2 H20

--) 4 H2 + C02), l'enlèvement eff icace de H2 pourrai t conduire de nouveau

à une production de traces d'H2' et donc à un TIH à partir du CH4 comme

source d'électrons. Le tableau 13 et la figure 23 présentent les résultats

obtenus avec les expériences respectives.

Des expériences plus détaillées (dépendence de la production de H2 par

l1etIJafJospirillum IJufJgateJ ont confirmé qu'j 1 n'y avait pas de relation

entre la (H2] produi te et la [CH~ présente. Même en l'absence de CH4 des

traces de H2 ont été produites par les cellules (resting cells) de !1.

IJufJgatei De plus, les cocul tures de 11. IJufJgateiavec WsuccifJogefJes avec



labo 12

POSSibi lité énergetiqUe de la production d'H,., par quelques réducteurs
"-

d'intérêt biologique,

RéoctlOn prrmctrlce d' H"...

')()3 -- + H"O <==> 504-- + H", -209 10 2
t.. t..

HS- ')()3 -- + H+ <==> $2°3
..- + H", 1 1+ +

t..

CH4 + 3 H",O <==> 4 H", + Hl))3- + H+ +339 10-5
t.. t..

HS- + H+ <==> H", + S +28.0 10-5
t..

2 NH4 + <==> .3H", + N2 + 2H+ +26.7 la -6
t..

$ + 4 H",O <==> ')()4 -- + 3 H", + 2 H+ +414 10- 7
L t..

$ + 3H,,0 <==> $2°3-- + 2H", + 2 H+ +592 10-10
t.. t..

Fe~> + 2 H+ <==> Fe3 + + H", +74.3 10- 12
t..

1) calculé pour [HC03-] =10 mM 1 œs autres composés =0 1 mM

2)proouction d'H2 theorlQuement possible. Concentration d'èqul1l0re pour 6G'= 0



Tab.13

Production d'H2 par l1etlJanosjJlrl//um lJungatel; cultivé sur

H2/C02 (80/20) aprés remplacement de la phase gazeuse par

N2/C02 et (ou) CH4

Méthane introduit H 2 [ppm] produit aprés

[%] Oh 8h 56h

o
10

100

100*

* Temoin = culture pasteurisée

2.7

n.d.

0.8

n.d.

6.8

1.1

1.9

0.7

17.5

2.1

2.6

0.9

SOml d'une culture de 1''1. /wfi[»tei en phase exponentielle (D.O.=O.3) cultivé

sur H2/C02 ont été répartis dans 4 flacons sérum de ~ lS0m1 puis agités et

degazé rigoureusement pour en lever de l'H2 dissous. Le méthane a été rajouté

après le dégazage.
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Fig 33 . Production d'hydrogène par Methanosplrlllum
hungatel apn)s addhlon du méthane [100 %] comme seul
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t · enlèvement del'~ne par renouvellement de
la phase gazeuse avec mé1hane pur.
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CH4 comme donneur d'é lectrons et N03- comme accepteur d'électrons,

n'ont pas présenté de métabo1isme significat i f <rab. 14). La production de

traces d'H2 par !1. lJungatel en l'absence de substrat, dépendait

probablement de réserves d'energie qui ont permis la maintenance des

transporteurs réduits en équilibre avec la concentration d'H2 externe.



labo 14
Coculture de !1etIJanosp/r///um IJun.qateiet Oesu/fovibrio desu/furicans
souche ESSEX avec méthane comme do·nneur d'électrons et nitrate comme
accepteur d'é1ectrons.

Méthane [mMlI Ammom um [mM] apres lnCuDat lOn ae

Essai Oh 2h 7h 150 h

0.8 14.7 0.6 0.7/4.9 0.7
"") 5.4 4.8 4.0 4.0/4.9"-

3 10.3 9.7 9.2 8.6/4.8
4 17.5/4.7 14.3 13.1/4.8 11.8/4.8

La culture aété précultivée sur 20 mM loctate sans nitrate. Après que la 0.0. ait atteint une

valeur stable (9 Jours), la mM nitrate et méthane ont été ra.ioutés.

ligne 1

ligne 2

ligne 3,4

=Temoins sans méthane

=OOjition de méthane biologique provenant d'une cu Iture de !1. /](jngtJtei

=OOjition de méthane pur
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5 Corrosion bactérienne du fer

5.1 Rôle des bactéries sulfato-réductrices dans la corrosion

anaérob1e du fer

Le transfert, sous forme d'hydrogène, des équivalents réducteurs, que nous

avons évoqué jusqu'à maintenant, est souhaitable car il permet la

dégradation anaérobie de la biomasse morte et joue un rôle écologique

important dans la production de biogaz et le processus de digestion. 5elon

la théorie de von Wo lzogen Kühr et van der Vlught (1934), le fer

élémentaire est également une source potentielle d'H2 pour les B5R

hydrogénophi les. Ce type de transfert d'H2, à l'inverse du précédent, est

peu souhaitable économiquement car il conduit à l'oxydation (corrosion) du

fer. L'article 7 présente le rôle économique joué par les B5R dans la

production de pétrole avec une mention particulière concernant leur

activité dans les processus de corrosion anaérobie. L'article 8 montre

indirectement que ce transfert d'hydrogène, qui intervient au cours de

l'oxydation du fer, aboutit à la réduction bactérienne du sulfate.
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Sulfate-Reducing Bacteria and
Their Activities in Oil Production
A. Cord-Ruwisch, * U. of Konstanz
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F. Wlddel, * * U. of Konstanz
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Summary. This paper presems 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 2) from decomposing natural
organic matter The nutriems are oxidized. with sulfate being reduced to sulfide (hydrogen sulfide. Hz S). The
formed H 2S is the principal agent in the disastrous effects caused by SRB. It comaminates gas and stored oil.
precipitates ferrous sulfide 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 brietly explained. As an example for a microbiological study of SRB in oil technoio
gy. examination of an oil treater in a field in nonhern Germany is presemed. On the basis of measured growth
characteristics of the SRB. possibilities for comrolling their activity are discussed.

Introduction
BioJogical sulfate reduction by SRB is the only known
process by which. in aquatic environmems of moderate
temperatures (0 to 75°C [32 to 16rF)). HzS is formed
from sulfate. In sediments of ponds. lakes. and marine
environments. SRB are usually pan of the indigenous
community of microorganisms and are rather inconspic
uous in nonpolluted waters. ln oilfield water systems.
however, SRB cause serious problems: (1) corrosion of
iron in the absence of air (anaerobic corrosion). (2)
precipitation of amorphous ferrous sul fide that. by plug
ging. diminishes the injectivity of water injection wells.
(3) contamination of fuel gas with HzS. and (4) contami
nation of stored fuel oil with Hz S. Funhermore. H2 S is
extremely toxic if inhaled; it easily escapes from contami
nated waters and may accumulate under poody ventilat
ed conditions. It is usuaJlv recognized bv its distinctive.
unpleasant odor. but high- conce-ntration~ anesthetize the
sense of smel!.

The objective of this paper is to present an overview
of the biological features of SRB and of their activities
in oil technology with emphasis on anaerobic corrosIOn.
We also include results from our studies on SRB in an
oil field in nonhern 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. IZ The biological significance of this form
of life is best understood within the overall natural decom
position process carried out by living organisms.

. Now al me U, (je Provence
. °Now I.l me u. ot illinoiS
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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. animais. fungi. and bacteria-is a
well-known process. Biochemically. respiration is a trans
pon of reducing power (hydrogen. "electrons") from the
organic nutrients (organic substrates. electron donors)
being oxidized to oxygen (electron acceptor) being re
duced (Fig. 1a). 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 enèrgy is used for maintenance of their living
structures and for growth-i.e .. a net synthesis of their
own cell mate rial from the nutrients. Thus every organic
substrate of a respiring organism is panly decomposed
for obtaining energy and panly convened into new cell
material. These functiona1Jy distinctive reactions in 1iv
ing organisms are designated catabolism or dissimilation
(energy metabolism) and anabolism or assimilation (cell
synthesis). respectiveJy. An amount of biomass initially
synthesized by photosynthesis 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 complex biomass tO COz. Hz O.
and other minerais (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-

97
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Fig. 2-Posslble reaetlons ln anaerable 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
Iy 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 reaetions
by which most fermentative bacteria gain energy are dis
proponionations of the organic matter; a pan of this is
convened to CO 2; another pan is necessarily convened
to reduced products, such as fany acids, H 2 , and alco
hols (Fig. lb). In many natural anaerobic environments,
the quantitatively most imponant fermentation products
formed with CO 2 are H 2 , acetate, propionate, and
butyrate. 3

Hp
IC,.H,oo,l;l-GIUCOSf

--------Ho,

so~·

2sot- 6H'

2 ACttot, l l ~ Cal

Dtsulfobocf.r ) 2HzS

2 H' ~ HIa

If sulfate is present under anaerobic conditions, the fer
mentation products are used further by SRB (Fig. lb).
Because these bacteria use an inorganic oxidized
compound-sulfate-as electron acceptor in their energy
metabolism, a net ox..idation of the organic substrates is
effected without free oxygen; the reducing power from
the decomposed organic matter appears as H2 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. Severa! 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. lb).

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 Desulfobaeter), each molecular cel
lulose unit (glucose) enables the production of three
molecules ofH 2S; thus 1,000 g cellulose would yield 630
g H 2S, proviqed sulfate is not limiting. If sulfate is limit
ing or absent under anaerobiç conditions, the fermenta
tion produets are used by methane-forming bacteria that
cooperate with sorne other, special anaerobic baeteria, and
the degradable biomass is finally convened to methane
(CH 4 or "biogas") and CO 2 •4

An anaerobic degradation experiment with a biotech
nologically produced polymer, xanthan, is shown in Fig.
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3. Deaerated seawater icontaining :.7 g SOJ > iL) with
0.50 g xanthan (dr\' weight). L v. Cl' mocuJated with some
marin-e sediment as'J ~ou~ce of an~;.'roblc bacteria. Sy con
secutive tramfer into new oxygen-Iree seav.ater with the
polymer. axanthan-degrading mlxed culture of fermen
tative bacteria and SRB was selected. The concentration
of formaldehyde (0.05 %) present as a biocide in the used
xanthan was insuftïcient to inhibit these bacteri3 After
inoculation. fermentation of xanthan to acetate and propi
onate started fïrst. Somewhat later. these products were
used bv SRB that formed H 1 S. The viscosity caused by
xantha~ disappeared. In cont~ols without xanthan. neither
fall\' acids nor HoS was formed.

Apart From the -sulfate reduction by SRB. thl.? normal
deca)' of biomass yields H ~ S by liberation l'rom proteins
(desulfuration). The content of hound sulfur ln li\mg and
dC3d organism~. h\)wè\·cr. I~ onlv about 1':; 1\l,cight per
dr~ ,veight) Therelorc. dec0mp~slti()n of I.OUO g (dr~
weight) biomass in the ab~ence of sulfJlc woulJ ~lelJ no\
more than abOlit lOg H 2 S l'rom the protel ns.

Thermodyn3mically. fermentation or sul rate reduction
Ylelds less energ:- th:1n reSpiratIon with oxygen This can
he demonstrated. e.g .. with acet3te as electron donor. by
calculation 01 the fr;e-energy change (~Co' = :::-'C" at pH
7) that is a measure of the available cnergy.

Sulfate reduction:

124

Fig. S-A Desulfobacter species (viable cells a! differenl
magnifications. phase-contras! micrographs. bar =10 um).

Respiration:

::.CO' = - 83 ï kJ 10101 acetate.

The dir(~rcnt free-energ\' ch:Jnges Jre approximatcly
retlected hv the cell mas;"svnthe~ized per amount of J
utilized suhstrate. Aerobic bactcria can convert 50 % or
more of the total substrate to œil materiJI hecause they
obtain much enerav l'rom respiration Œq. 2l. Fermenta
tive bacteria or SR"S L'onvert onh about IOC;; or' the total
substrate ta cel! material: the b~lk of the sub>trJte has
[0 he decomposed for rroviding energy (in SRB. e.g .
Jccording to Eq. Il. In short. Jnaerohic bacteria. includ
mg SRB. make themsclvcs conspicunus by the degrada
ti\~n product~ rJlher than by r'ormed celi rnas~.

A consequence 01 the rc!atl\el:- iow J'ree-cncr~:- change
of Jnacrobic reactions is that fermentation producls and
H, S still carn a swnitïcant part of the cnergy thal was
cônsef\ed in the or;~lnal bioma)s. If the bactefiJI prod
uets l'rom the anacrobic environment contact air. they arc
energeticall:-' exploiteJ by specialized aerobic bactcria,
Among these. the H, S-\)Xidizm~ bacteria. mainly nllo
bacil/;;s species. are-ecologlL':lll~ :lOd economieally im
portant. 5 They reoxidize H 2S tO sul fate. and thé
environment may become acidie.

Sulfïde oxidation:

...... (l) .. (3)

~CQ 1 = -41 kJ/mol acetate

Journal of Pcrroleum Technology. Januarv 1987

~CQ'= -796 kJ/mol sultïde.
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TABLE 1-CHARACTERISTICS Of REPRESENTATIVE SRB

Approximate
Compounds OxidizedOptimum Temperature

for Growth Fatty
Cell Form (oC) ~ Acetate Acids Lactate Others

Incomplete oxidatlon
Desulfovibrio
desulfuricans Curved 30 + + Ethanol
vuJgaris Curved 30 + + Ethanol
Qigas Curved 30 + + Ethanol
saJexigens Curved 30 + + Ethanol
sapovorans Curved 30 C. through C 18 +
tIlermophilus Rod-shaped 70 + +

Desuffotomaculum
orientis Rod-shaped 30 to 35 + + Methanol
ruminls Rod·shaped 37 + +
nigrfflcans Rod-shaped 55 + +

DesulfobuJbus
propionicus Oval 30 to 38 + C3 + Ethanol

Complete oxidation
Desuffobaeter
postgatei Oval 30 +

Desulfovibrio
baarsii Curved 30 to 38 (+) C 3 through C 18

Desulfotomaculum
acetoxidans Aod-shap.ecl 35 + C., Cs Ethanet

Desuffococcus
multJvorans Spherical 35 (+) C3 through C 1. + Ethanol. benzoate
niacini SphericaJ 30 + (+) C3 through C,. Ethanol. nicotinate.

.. glutarate
Desulfosarcina
varisbifis Cell packets 30 + (+) C 3 through C,. + Ethanol, benzoate

Desuffobacterium
phenolicum Oval 30 (+) C. Phenol. p-cresol.

benzoate. glutarate
Desuffonema
limicola Filamentous 30 + (+) C 3 through C 12 + Succinate

SymbOla: + • ulilized; ( + ) • slowly uIHlzed: - • nol Ulilized.

Types of SRB and Their Substrates. SRB are not
homogeneous. 1.2 Properties of representatives that have
been studied in detail are listed in Table 1. It is very like
Iy 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 ~m, their lengths from
1 to 5 ~m. Many SRB are actively motile by flagella.
Other forms are spheres and long multicellular filaments.
Severa! 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 CO2 .

Most incompletely oxidizing SRB may grow rather fast
under optimum conditions and reach doubling times of
about 3 hours. The best-srndied representatives are Desul
fovibrio species (Fig. 4) that can be easily isolated from
nearly every aquatic sediment. 1 For most, lactate is an
excellent substrate that is oxidized to acetate and C02.
Many Desulfovibrio species also grow weil with H 2 as
electron donor; the equation is obvious from Fig. 2. 6 If
Desulfovibrio species grow with H2 and sulfate as ener
gy source, they require acetate and C02 as carbon
sources for œil synthesis. 6 Desulfovibrio sapovorans and
some similar, as yet unnamed SRB oxidize long-chain fat-

\00

ty acids to acetate. 7 Desulfobulbus species oxidize propi
onate to acetate. Most of the known spore-forming
Desulfotomaculum species resemble nutritionally 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 Desulfobaeter species
(Fig. 5) prefer acetate as substrate (Eq. 1), the quantita
tively most important organic fermentation product;
higher fauy 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 fany acids, dicarboxylic acids,
lactate, alcohols. and even aromatic organic acids. Some
of the completely oxidizing SRB can use H 2 as electron
donor and synthesize cell material from CO 2 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 GrowthCon
ditions. Development of SRB in narnre can be expected
whenever decomposable organic matter gets into sulfate
containing waters where 02 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-

Journal of Petroleum Technology. January 1987
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TABLE 2-PROPOSED REACTIONS IN IRON OEPOLARIZATION SY SRS

Anodic reaclion
Water dissociation
Cathodic reaclion
Hydrogen oxidalion
Precipitation

Total reaction

4Fe-4Fe 2 ' +8e
8H 2 0-'8H' +80H
8H' +8e - -8H-4H 2

SO.2- ... 4H 2 -H 2 S+2H 2 0+20H
Fe 2. + H 2 S- FeS + 2H •

4 Fe+ SO. 2- + 4H 2 0-FeS + 3Fe(OHh + 20H-

fate concentration of seawater (28 mmol =:2.7 g
S04 2-/L). 8 H2S production is oftcn visible by black
ening of the sediment, which is a result of the formation
of ferrous sulfide (FeS) from iron minerais.

Despite the inhibitary effect of oxygen on SRB. thC5e
bacteria are sometimes active in aerobic aquatic sedi
ments. where SRB thrive in anaerobic microniches. For
mation and maintenance of such mlcroniches is explained
by two factors. First. the respiration of aerobic bacteria
scavenges oxygen and favors growth conditions for SRB.
Second. H2 S produced by SRB is a reductant that reacts
with oxygen at normal temperaturc: Ihus. if once estab
lished, colonies of SRB can protect themselves against
oxygen. 9 If organic malter increases, the anaerobic
microniches can soon expand in a self-stimulaling proccss.

In a homogeneously aerated environment. SRB become
inactive. Nevertheless, they can survive many hours or
days in aeraled water. 9.10 1f under anaerobic condilions
again, such SRB recover Iheir activity. SRB of Ihe genus
Desulforomnculum forrn spores like the anaerobic fermen
tative Clostridium species. The spores are resislant not
only to oxygen but also ta heat (SO°C [176°Fj) 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 85.
Nevertheless, SRB have becn observed in more acidic
waters. Il 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 - iH 2S and the HCO 3 -. ICO: systems
that may protect against extreme pH values.

The optimum temperarure for most known SRB is about
20 to 40°C [68 10 104°F]. In nalural aquatic sediments.
low activities of sulfate reduction can still be measured
ciose 10 DoC [32°Fj. Relatively few types of SRB have
been descrihed so far that prefer high temperatures (ther
mophilic SRB). Desu/foromacu/um nigrificans may grow
at temperatures up to 65 to 70°C (149 10 158°FI. Desu/
fovibrio thermophilus and the similar 171ermodêsulfobac
rerium commune up 10 80 to 85°C [176to 185'Fj.1 High
pressures mav increase or diminish the temperature loler
ance of SRB'. 12.13

SRB show various reactions with respect to salt con
centrations. 1.2.12 Freshwater species may be inhibiled by
more than 20 10 30 g NaCIIL. In contras!. many marine
species are moderately halophilic: i.e .. they do not de
velop in freshwater environments but require 10 to 30 g
NaCI/L, and sometimes magnesium salts for optimum
growth. 2 Halotolerant SRB grow in both freshwaler and
seawater environments. Activity of most SRB declines
drastically if the NaCl concentration exceeds 50 ta 100
g/L. 1.12 In natural saline habitats (salI lakes and brinesl,
activity of SRB is sometimes found near salt saturation. 12
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However, there are no rcports on extremely halophilic
SRB that really require such high salt concentraI ions 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.

Economie Activities of SRB
Considering the growth condilions 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 sulfale are present. Of course, activity
can Oc expected only If the temperature is not significantly
higher than 80°C [176°F] and if the water IS notlOo 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 \vhich different microor
ganisms corrode metals. and the subject has been reviewed
in detail. 1.14·17 Two major biologically mediated proc
esses by which metals corrode may be visualized. First.
microorganisms may favor or initiale anodic, oxidative
processes on a metal surface by direct contact. Second.
excreted melabolic products may be chemically aggres
sive and may dissolve the metaJ. 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 theor'Y first postu
tated in 1934 bv von Wolzogen Kühr and van der
Vlugt. 18 The det~iled reactions ;re listcd in Table 2. Me
tal becomes polarized in water by 105s of positive metal
ions (anodic reaction). The electrons left in Ihe melal
reduce protons l'rom dissociation of water to atomic hydro
gen (cJthodic reaction). Atomic or molecular hydrogen
rcmains on the melal surface where a dynamic equilibri
urn is established. SRB o.re supposcLl to remove H: per
manently l'rom the metal surface by oxidation with sulfate
as eleclron acceplor (cathodic depolarization). The result
is a net oxidation of the metal. Sorne of the metal ions
react with sulfide 10 form FeS; others form ferrous
hydroxide.

Ali species of SRB that are able to use H2 (Table 1)
are potentially corrosive by acting as depolarizers. Desu/
fm'ibrio vulgaris and SRB in marine environments were
shown ta have a high affinity 10 H 2, which can be re
moved down to an extremelv low concentration, around
10 -9 mol/L. 19.20 The uplake of H 2 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 minerai solution, Hardy 21 demonstrated an increase
of the current density and a production of sulfide from
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Fig. 6-Proposed main reaellons ln anaeroble 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. 22 The quantification of
formed sulfide revealed that in the presence of
hydrogenase-positive Desulfovibrio species, the steel wool
provided H 2 for sulfate reduction, indic3ting 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 additionaJ 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
icanceof 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 1 men-

Fig. 7-Pits ln anaerobieally eorroded Iron (scanning elee
tron mlcrograph, bar: 100 J!m).
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tioned. the additionally forrned sulfide reacts with the re
maining ferrous ions or hydroxide from the anodic process
(Table 2) and leads to FeS as the emire corrosion prod
uct. Therrnodynamically, 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 forrned H 2 from the FeS attached to the me·
tal. This view and our laboratory observations led to the
corrosion model proposed in Fig. 6.

Fig. 8-Anaerobically corroded Iron surface (seanning
eleetron mierograph, bar: 10 J!m).

Journal of Pelroleum Technology, January 1987



128

Wet

Gun barrel

Treater 01 \ tank Booster
pumps

Injection
weIl

Booster
pumps

woter tankFlotatlon unit

1
1
1
1

1
1
1

1

l "
1 S"'mm'ngs 1 1
L.. .. -----------------.Jl...--- __ Sol1d iemovol

i
1

1

1- Fig. 9-0il and water flow in the examined oil field.L _

In a quile di fferenl corrosion lheory, lhe depolariza
lion resulling from H:: removaJ by SRB was ques
lioned. ::~ Inslead. the depolarization was ascribed 10 lhe
calhodic activity of H 1S ilsel f. which receives eleclrons
from the metal and yields H 2. According 10 lhis assump
tion, SRB act on]y indireclly on iron by their reaclive end
product. sulfide. Other studies on anaerobic corrosion fur
nished evidence for lhe involvemenl of a r,hosphorus com
pound as an addiliona! reactive agent.· 5

A corrosion mechanism Wilh indirect involvemenl of
SRB may also occur in environmenls with intermittent
anaerobic/aerobic condilions. Produced sulfièe reacts with
0:: and yields elemenlal sulfur. which, with ex.cess sul
fide (especially al pH > 7). forms polysulfides. Both sul
fur and polysulfides are highly corrosive.::o

The different corrosion mechanisms proposed indicate
the complex.ity of the whole process. On the basis of our
observations. we prefer the ex.planation by lhe classic
depolarization mechanism and the reaction of sulfide with
ferrous ion as the two fundamental chemical processes
in anaerobic corrosion. Nevertheless. olher reactions may
contribute to differenl ex.tenlS to the destruction of iron,
depending on lhe environmental conditions. Actually. the
corrosion process usually lakes place in a chemicaJly and
physically very inhomogeneous microenvironment. As
Hamilton 17 ex.plained. SRB and many other types of bac
teria often occur in a polymerie layer (biofilm) thal forms
on the metaJ surface. Within such layers. various gradients
of substrates. products, or even 0:: from lhe 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 lhe corroding areas may be
initialed by irregularities in the metal surface struclure
and by special sites in the aqueous surroundings that favor
an anodic process. Fig. 7 shows a dislinclively 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.

Refs. 1 and 14 summarize the possibilities for control
ling anaerobic corrosion. If practical. use of inert, non
corrosive materiaJ appears to be the best solution. Cathod
ic protection of iron by sacrificial anodes or application
of an electromotive force, first used for inhibiting non bi
ological corrosion. has also been successful against cor
rosion by SRB. I~ Although it protects the iron. this
method does not inhibit SRB activity. On the contrary.
the increased negative polentiaJ imposed on the iron pro
vides further Hl as electron donor for SRB. Generally.
soil and water thal are pool' in biologically degradable or
ganic matter are ex.pected to he less corrosive than
organic-rich surroundings of the metal.

Examination of SRB from an Oil Field in Northern
German)'. The details of a microbiologicaJ study on SRB
in an oil field in northern Germany neal' Hamburg have
been reported elsewhere. 21 In this oil field. an increase
of H:: S was observed during several years of operation
Serious corrosion effects have nOl been observed so far:
however. formation of H:: S in the water Ied 10 plugging
of the iniection wells bv FeS flocs. The whole tlow dia
gram is shown in Fig. 9. Analyses of samples taken from
the aqueous phase al different points revealed that the
crude oil processing unit (treater) was the main source
of suJfide. The operating temperature of the trealer meas
ured in the oil phase was 60 to 70°C [140 to 158°F]. The
temperature in the water phase was hetween 30 and 45°('
[86 and 113 0 F], depending on the crude oil throughpul
and on lhe distance from the inle!.

Water samples for studying SRB were taken near the
boltom of the lreater. The samples contained a sediment
consisting of FeS. other precipitates. and oil particals.
Microscopic examination reveaJed the presence of main
ly ovaJ bacleriaJ cells, most of which were attached to
the particles.

For counting cells of different SRB in the tn~ater. a fresh
sampie with flocs was homogenized under an atmosphere
of N 2 and diluted stepwise in test tubes with anaerobic
agar media containing bicarbonate buffer. mineraJ salts.
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TABLE 3-eOUNTlNG AND DETERMINATION OF SRB FROM AN Oll TREATER

Substrates Oxidized

Substrate Cells
for of SRB Cell Butyrate,

Counting par ml Morphotogy ~ Acetate Caproate Lactate Ethanol Benzoate Type of SRB

Acetate 6.3x10 e Oval + (+) Desulfobacter
species

Butyrate Ovalor Similar to
+ caproate 270 curved + Desulfovibrio

sapovorans
Lactate 1.4x 105 Curved + + + Desulfovibrio

1.1x106
species

Benzoate Rod-shaped (+) (+) (+) (+) (+) + Unknown

Symbols: +. ulilizlld; (+). slowly ullllzed; - ;, noI ullllzlld.

trace elements. vitamins. sulfate. and an organic substrate;
the organic substrates were acetate. lactate. benzoate. or
a fatty acid mixture of butyrate and caproate. z After 2
10 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 Desuifobacter type were dominant. followed by yet
unknown benzoate-utilizing rod-shaped SRB and lactate
utilizing Desuifovibrio species. SRB oxidizing butyrate
and higher fatty acids occurred at relatively low numbers.
Fig. 5 shows Desuifobaeter ceils. 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 oC [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 Hz. acetate.
or lactate; these SRB were active at 40 to 50°C [104 to
122°F]. One Hz-utilizing strain was thennophilic and
grew between 45 and 65°C [113 and 149°F].

Growth of SRB isolated from the treater water was test
ed a~ 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 exhibitèd optimum
growth with 10 to 50 g NaCIIL. With one exception. the
obtained SRB were retarded at higher NaCl concentra
tions and inhibited above 150 g NaCI/L.The only excep
tion was a rather slowly growing. rod-shaped type of SRB
with an optimum temperature of 45 to 52oC [113 to
126°F]. This type was not retarded by NaCI concentra
tions up to 200 g/L and still developed slowly with 270
g/L. Lactate. fany acids. and ethanol were used. but
not Hz.

Examination of the treater shows that oilfield waters
may harbor various types of SRB. We can conclude from
the detennined 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 oillwater interface and on
the bottom. Oilfield 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
oi! treater did not gmw 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
c1umps 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 exarnined 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 SAB Control
in Oilfield 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 graduaI 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 im~ssible. Several bi
ocides are known to inhibit SRB. 1.1 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 detennined 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. Il is also possible. however, that high
pressures or temperatures in oil wells increase the effec
tiveness of biocides. 13 Biocides may also become
inactive-e.g .• by adsorption to minerals or by reaction
of aldehyde groups with sulfide.

The possibilities for controlIing SRB in other ways !han
by application of biocides must not be forgonen. A more
causative limitation of sulfate reduetion 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 mat harbor SRB in
their interstitial water would help diminish H 2 S produc
tion. Reports on a utilization by SRB of saturated
hydrocarbons, the main oil constituents. are controver
sial. 1 No recent microbiological studies clearly demon
strate a degradation of saturated hydrocarbons under
exclusively anaerobic conditions. Under intermittent aer
obic/anaerobic conditions, the possibiJity exists that aer
obic hydrocarbon-oxidizing bacteria release some
intermediates (such as fatty acids) that can be oxidized
by SRB. 28 Such conditions are likely in fields where
oil/water emulsions are not protected against air. How
ever, further investigation is necessary ta estimate the
significance of an aerobic. incomplete hydrocarbon oxi
dation.

Sulfate reduction in oilfield waters may also be caused
by added chemicals. Every type of biologicaJly decom
posable organic matter in anaerobic waters is a potential
source of substrates for reduction of sulfate to H 2S. A
commonJy used solvent for oilfield chemicaJs is methanol.
It is true that the majority of known SRB do not use
methanol directly (Table 1); however, methanol plus
CO 2 can be converted to acetate by specialized
anaerobes 29: 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 ta suita
ble substrates for sulfate reduction. Even chemically syn
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 30 : 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 oiltield waters contain high Nael 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 chemicaJ analyses of the water
quaJity and by counting of SRB.

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

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

3. Removal of particles from the injection water by a
f1otation 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 possible of a dilution of the high
salt concentrations that diminish SRB growth; recycJing
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of ail 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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Corroding iron as a hydrogen source for sulphate reduction in
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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 sulphide 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 Kühr and van der Vlugt
(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 hydrogen was investigated. The
significance of an additional organic electron do
nor for the corrosion of iron in aqueous environ
ments is discussed.

Introduction

The anaerobic corrosion of iron is of great eco
nomic importance (Postgate 1984). ft diminishes
drasticaily 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,
tlooded soils (gley)). The rapidity of metaJ decay
is mostly due ra locally corroded areas (pitting
corrosion).

When iron is immersed in water, it releases
Fe -;- ... -cations, whereas the met al surface becomes

Of/print reques/S ra: Ralf Cord-Ruwisch

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 resuJt 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 (Eq. 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 Kühr and van
der Vlugt (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 bacteria (SRB). The
proposed reactions are Iisted in Table 1. SRB are
supposed to disturb the equilibrium by oxidation
of the cathodicaily 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.

ln 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 Oison
1984).

Anaerobic corrosion was usually measured as
weight-loss of iron specimens (Booth and Worm
weil 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 eleetrode 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 fonned 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 eleetron-motive-force,
without artificial concentration of baeterial cell
suspensions) by measuring the amount of ca
thodic hydrogen oxidized by growing cultures of
SRB.

Material and methods

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

Media and growth conditions. Ali 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 NaCVI. 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 experimeTIIs. Steel wool (RAKSO, Germany), with a
surface area of about 100 cm 21g, served as the source of metal
lie iron. (The surface area was calculated from the weight of a
specimen of 100 mmxO.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 Ha (2 M) until substantial formation of hydrogen
bubbles occurred. The steel wool was immediately rinsed in
sterile distilled water for 10 sand 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 Iiquid by
freshly grown cultures of SRB. The rubber septum served as a
pressure buffer. Cultures were incubated for 14 days at 37 0 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).

Stoichiometrû: calculations. Ail strains used were incompletely
oxidizing SRB, which produce 1 mol sulphide per 2 mol lac·
tate oxidized:

2CH,-CHOH-COO- + soi- - ---+

2CH3-COO- + H2S + 2HCOï

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 Kühr and van der Vlugt (1934), 1 mol sulphide pro
duced from cathodic hydrogen corre-spond"s to 4'moi Fe oxid·
ized to Fe2 + (Table 1, Eq. 7). In our experiments (25 dm 2 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 2 of surface area and day.

Results

Importance of the organic electron donor

Steel wool did not allow sulphide-produetion 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 Iimiting
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
Kühr and van der Vlugt (1934)

eq. 1 Anodic reaetion: 4Fe -~--
4Fe2 + + + 8e-

eq.2 Water dissociation: 8H2O ---- 8H++80H-
eq.3 Cathodic reaetion: 8H+ + 8e- ---- 8H -- --+ 4H2

eq.4 Hydrogen oxidation: SO~- +4H 2 ---- H2S + 2H20 + 20H-
eq. 5 Sulfide precipitation: Fe2 + + H2S .... --- FeS 2H+

eq. 6 Hydroxide formation: 3 Fe2 ++60H- ---- 3 Fe(OHh

eq.7 Overall reaetion: 4Fe+ SOi- + 4H 2O ---- FeS + 3 Fe(OHh + 20H-

.. /
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Table 2. Sulphide production by Desu/fouibrio sapovorans thydrogenase negativel and D t>u/garis (hydrogenase positive) after 14
days in freshwater medium with steel wool and/or lactate

Lactate
given
(mM)

o
10
15

Sulphide (mM)

Theoretically Produced bv
possible D. sapouora~sb D. vu/garisO
l'rom lactate
oxidation· - steel .,.. steel -steel +steel l'rom

wool wool wool wool cath. H;

0 0 0 0 oc 0
50 3.6 3.9 4.0 6.6 1.6
Î.) 6.2 6.9 6.5 101 2.6

Calculated l'rom the equation 2CH)-CHOH-C00-.,.. 50> - - 2CH.lCOO- + 2HCO:; + H,S
b The amount or sultïde determined in the control assays without lactate and without steel wool has been subtracted l'rom ail

values measured
Also tested al'ter 54 days of incubation

formed on the iron surface. In assays with hydrv
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. rhe steel wool kepr 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 nor detected.

The sulphide production from cathodic hy
drogen in the presence of different lactate concen·
trarions was also tested wirh a salt-requiring hy
drogenase-positive DesuIfovibrio 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.
l:ulgaris 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 by Desu/fol!/brio main LaViS
with cathodic hydrogen t'rom steel wool and dirferent concen
trations or lactate"

Inj7uence of the iron surface area

The inlluence 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 2/1 of culture medium.
A surface area larger than 25 dm 2/1 did not fur
ther increase the amounts of sulphide after 14
days of incubation in the presence of 10 mM lac
rate.

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 DesuIfo
vibrio strain LaViS. Afrer different periods of in-

Table 4. Inlluence of the iron surface area on sulphide pro
duction by Desu/lovlbrio strain LaViS in the presence of
10 mM lactate

Iron Sulphide produced (mM)
Lactate Sulphide (mM) surface
given (dm:'I) Dissolved" Total From cathodic
(mM) Theoretically TotaJly pro- From oxidation hydrogen

possible duced of cathodic
l'rom lactate hydrogen 0 5.1 5.1
oxidation J 5.1 51

5 1.2 4.7
5 ~.5 4.1 1.6 10 0.0 5.6 05

10 5.0 7.7 2.7 25 0.0 5.6 2.7
20 10.0 J3.3 3.3 50 0.0 7.8 2.7
40' 20.0 26.4 6,4 100 0.0 7.7 2.6

Sulphate concentration was 40 mM De[ermined before dissolving FeS by acid
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•-

Fig. 1. Time course of total sulphide production by Desulfovi
brio strain LaViS in medium with lactate (10 mM) in the pres
ence (. ---.) or absence (0 ---0) 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)

Influence ofpH. 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 fonnation. However, strain
LaViS utilized cathodic hydrogen fastest at a pH
of 7 which was also optimal for its growth (Fig.
2).

AIso changing of salt concentrations between
land 100 g NaCI per 1 did not increase the
amount of oxidized cathodic hydrogen (Fig. 3).
Strain LaViS was most "corrosive" at its optimal
salt 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
pe,ratures up ta 49 °C and wbicb 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).
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cubation, the totally fonned 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
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to a corrosion-rate of at least 7.4 mg Feldm 2
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hydrogen-utilization by Desulfovibrio strain LaViS. 0 --- 0
-doubling time on lactate only: .---. -cathodic hy
drogen oxidized
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.c.

Discussion

Fig. 4. Inl1uence of (he lemperature on cathodic hydrogen·
utilizalion by Desulfol!ibrin strain La ViT. 0 --- 0 ~ doubling
time on lactate only; .---. =cathodic hydrogen oxidized

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 l'rom
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 (simuJtaneous oxidation of H 2

and lactate) was apparently the more important
one in short-term H 2-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 l'rom 7.4 mg/dm 2

. day initially, to 1.8 mg/
dm 2

• day after consumption of lactate in spile 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, IOta 20 fo Id
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
l'rom iron surfaces. Hence, anoxie aqueous envj.
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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The use of steel wool providing a large surface
area of metallic iron (approx. 25 dm 2/1 of me
dium) and the determination of sulphide formed
instead of the metal weight Joss, 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 l'rom water (Table 1, Eq. 3). The
observations confirm the classical theory of von
Wolzogen Kühr and van der Vlugt (1934).

However. Desu(lovibrio used cathodically
formed hydrogen only if an organic electron do
nor such as lactate was present. Iron al one 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·
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5.2 Oxydation de J'hydrogène cathodique par les bactéries en

J'absence de sulfate

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

réflexions suivantes:

Article 8: Par leur capacité à oxyder efficacement de faibles

concentrations d'H2' les B5R provoquent 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'hydrogène.

Ainsi même en J'absence de sulfate la corrosion bactérienne est possible.

Par conséquent, les bactéries capables de réduire les accepteurs

d'é lectrons 1es plus favorables thermodynam iquement, tels que Je nitrate

et le fumarate, devraient également corroder le fer et même de façon plus

intensive que les B5R. Nous avons testé l'utilisation de l'H2 cathodique par

des cultures bactériennes pures réduisant le fumarate et le nitrate. Les

donneurs d'électrons organiques fournis dans ces expériences (formiate

10mM ou lactate 7mM) correspondent respectivement à 1OmM et 14 mM

d'H2' Les figures 34 à 40 montrent qu'en présence de fer, la réduction des

accepteurs d'é lectrons (Fumarate ou Ni trate) est plus importante qu'en

l'absence de fer. Le fer corrodé sert de donneur d'H2 aussi bien pour

Oesulfovlbrio sp. que pour Wolinella succinogenes Cela prouve de nouveau

que le fer corrodé sert de donneur d'H2 pour les bactéries qui oxydent J'H2'
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Dégradation du lactate par Desulfov'ibrio desulfuricans ESSEX avec
nitrate (30mM) comme accepteur d'électrons en présence (Fig, 35
et 36) et en absence (Fig. 34) de fer métallique (limaille de fer),

G =lactate, 0 =ammonium, â =acétate
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Dégradation du formiate par Wolinella succinogenes avec nitrate (30mM)
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Dégradation du rormiate [ 12mM] par Wolinella succinogenes avec fumarate
comme accepteur d'électrons en présence (symbols ouver~s) et en
l'absence de fer métallique comme doneur d'électron addilionnel.
o .= succinate
G F' fumarate + malate-

If 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
fumarale = 12 équivalents réducteurs), la somme malate + fumarate
nous a servi d'accepteur d'électrons non utilisé.
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En enlevant à la quantité totale d'accepteur d'électrons réduit, celle

correspondant à J'oxydation du substrat organique, on peut calculer, dans

chaque expérience, la concentration en H2 oxydé issue du processus de

corrosion du fer (Fig. 41, Tab. 15), Les conditions expérimentales sont

identiques à celles décrites dans l'article 8. Ce travail constitue la

prem ière démonstration de l'oxydation de J'H2 cathodique par des bactéries

ne réduisant pas le sulfate.

Les bactéries réduisant le nitrate ou le fumarate oxydent une quant~té plus

importante d'H2 cathodique que les bactéries réduisant le sulfate CTab. 15

et Fig. 41 ), Ceci est en accord avec les résultats précédemment obtenus, à

savoir que les bactéries réduisant le fumarate ou le nitrate sont plus

efficaces à dégrader les traces d'H2 (article 6) et de ce fait à accélérer le

taux de croissance d'une bactérie syntrophique, L'essai de démonstrat ion

d'une corrosion par t1etIJanosjJlrlllum IJungate/a été négat if. La cul ture n'a

pas démarré en présence de fer, peut être à cause de la toxicité des ions

Fe2+.

5.3 Oémonstratlon dlrecte de l'oxydation de l'H2 cathodlque

Jusqu'à maintenant, la consommation par les bactéries hydrogénophi les} de

l'hydrogène produit à la surface du fer élémentaire, reste encore à

démontrer. Pour mettre en évidence cette oxydation, nous avons suivi la

concentration en hydrogène produit par le fer (Fig. 42) ainsi la diminution

de la [H2], due à une utilisation par les bactéries (Fig. 43), On observe Que

l'H2 cathodique produit au cours du processus de corrosion du fer, diffuse



I: 40
E
'--'

.(1)
32"'0

>-x
0
(1) 24:J
0-
.~

"'0
0 16.t=.
~

ro
u

N 8
l

1

fi

2 4 6 8 10 12 14
Temps [jours]

16 18 20

Fig. il

Consommation de l'hydrogène cathodique par
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(1 x 7 x 10 mm) dans 7 ml de milieu pour bactéries anaerobies, stérile.
L'hvdrogène a été déterminé dans la phase gazeuse (7ml).
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Comparaison de deux effets d'élimination del'hgdrngÎDe cathodique en condition
alirnbie.
1 nrmplac8D1ent dB la phale gazeuse par l'air.
2 injection d'ODe bactilrie consommatrice d'hydrogène (Paracoccus denitrificans),

Canditi~ da cultun: Flacans sérum (12Oml) avec 10 ml de milieu + 0.5 9 da
rimaille de fer. modificatian du milieu: tampon phosphate. sans réducteur. 3 mm
acétata. D.D2CJi1 atrait de levure.



Tableau 15
Cooxydation anaérobie de H2 cathodique avec un donneur d'électrons
organique par des bactéries ut il isant le ni trate ou le fumarate comme
accepteur d'électrons. Substrat organique: lactate OmM) pour
Odf,Jsul(urlC3nS et formiate (12mM) pour W succlfJogf,Jnf,Js (Conditions
d'expériences comme décrit dans l'article 8)

Souche accepteur
d'é lectrons

Fe tralte
avec Hel

H2 cathodique
oxydé

Fe2+

Formé

/

Témoin + 22.0
3.3

D. fructosovorans Sulfate + 22.L1 33.8
+ 15.8 '"'9 t::.::.. .:.>

22.2 19.1

D. fructosovorans Nitrate + 25.2 66.2
+ 21.0 80.0

38.9 647

W. succinogenes Fumarate + 342 22.0
+* 26.6 30.8

Nitrate + L11.2 51.1
+* 4.4 13.2

*) Limai lIe de fer stéri1îsée d l'éthanol pour éviter une contam ination en présence de l'éxtrait
de levure.

WsuœifJogefJ85 aété cultivé en présence de 0.01 %d'extrait de levure.
0. (ruclOSOVOr8fJS "" " "l'absence d'extrait de levure.
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dans le milieu et s'accumule dans la phase gazeuse. CecI est en

contradiction avec la théorie de la polarisation du fer en milieu anoxique

selon laquelle l'H2 fourni par la réaction cathodique s'adsorbe à la surface

du métal sous forme d'une couche protectrice. Après addition d'une culture

bactérienne hydrogénophile, la concentration en H2 diminue ce qui prouve

qu'il y a oxydation de l'H2 cathodique.

Même en milieu aérobie, il y a formation d'H2 cathodique qui est donc

ut il isab le par des bactéries aérobies oxydant l'H2 (Fig. 43), Apparamment,

dans ces conditions, les protons sont d'abord réduits préférentiellement à

l'oxygène. Cela peut être dû au fait qu'ils sont chargés négativement et

qu'ils sont donc attirés par la surface négative du fer.

Par conséquent, nous supposons que la formation de l'H2 cathodique

intervient même au cours de la corrosion aérobie et que les bactéries

aérobies hydrogénophiles jouent un rôle dans la corrosion aérobie du fer*.

* Les produits chim iques classiques utilisés pour protéger les métaux ferreux contjennent des

composés extrêmement toxiques pour les bactéries comme le plomb (minium), ou le zinc.
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Cone1usi ons généra1es

L'hydrogène est l'un des intermédiaires les plus importants de la

dégradation anaérobie de la matière organique. Il est oxydé exclusivement

par des bactéries qui utilisent un accepteur externe d'électrons comme le

C02' le sulfate ou le nitrate. Par conséquent, la compétition des bactéries

hydrogénophiles pour H2 détermine, au moins en partie, la formation de

produits finaux comme le CH4' le sulfure, l'ammonium ou l'azote.

La participation des bactéries anaérobies au turnover de H2 est complexe.

Il est difficile de distinguer les bactéries consommatrices des bactéries

productrices d'H2 car les bactéries hydrogénophiles classiques peuvent

également produire de l'H2' En fait, les bactéries hydrogénophiles testées

réduisant le C02 (tlet!lan()~7Jirillumsp. sur isopropanol, 5,ooromusasp. sur

méthano1), le sulfate (Desulfovibrio sp.) et le nitrate (Desulfovibn't.:

desulluricansEssex) maintiennent toutes une certaine concentration d'H2

au cours du métabolisme de leur substrat organique.

Cette concentration d'H2 est en équ'ilibre dynamique avec les transporteurs

d'électrons comme nous l'avons montré par l'effet d'addition d'H2 ( ===>

consommation d'H2) et l'effet d'enlèvement d'H2 ( ===) production d'H2)'

Donc, la concentration en H2 maintenue au cours du métabolisme de telles

bactéries reflète l'état d'oxydo-réduction des transporteurs d'électrons et

représente une accumulat ion d'équivalents réducteurs (de transporteurs

d'électrons réduits TEred)' L'accumulation des TEred. montre que la
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vitesse de dégradat ion de ce substrat organique est 1im itée par l'oxydat ion

des transporteurs d'électrons (respiration) plutôt que par l'oxydation du

substrat organique (et la réduction des transporteurs d'électrons). Après

dégradation du substrat organique par ces bactéries, la concentration en

H2 dim inue en général au moins d'une puissance de 10 jusqu'à une valeur

constante qui représente le seuil d'oxydation de H2'

Dans l'état actuel des connalsances, il n'est pas prouvé que la

concentration en H2 maintenue par les bactéries est seulement due à

J'équ il ibre ment ionné ci-dessus (cata lysé par l'hydrogénase) ou à un

recyclage obligatoire de J'hydrogène (H2 comme intermédiaire) qui

entraînerait une augmentation de la force proton-motrice.

La concentration d'H2 maintenue par les bactéries consommatrices et

productrices d'H2 peut être disponible pour d'autres bactéries

hydrogénophiles. Cela conduit à un transfert facultatif d'H2 qui peut être

total ou partiel. L'enlèvement de l'H2 par une deuxième bactérie peut avoir

un caractère compétitif ou parasitique dans la mesure ou le gain d'ATP

pour la première souche est diminué ou stoppé. Le transfert Interespèces

d'hydrogène ne correspond donc pas nécessairement à une association

symbiotique. La concurrence pour H2 entre deux représentants de

différents groupes physiologiques bactériens, n'est donc pas seulement

1im itée à 1'-H2 provenant d'une bactérie fermentative vraie; elle peut aussi

concerner J'H2 provenant de ces bactéries hydrogénophi les, qui sont aussi

des productrices facultatives d'H2'

Comme dans la nature et dans les cocultures testées la concentration en
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hydrogène est très faible, l'organisme capable d'utilIser efficacement ces

traces d'H2 devient dominant. Cette capacité à oxyder efficacement les

traces d'H2 dépend de l'accepteur terminal d'électrons. Les bactéries

utilisant des accepteurs d'électrons présentant un potentiel rédox

thermodynamiquement favorable (élevé) sont plus efficaces dans la

compétlt ion pour l'H2 que les bactéries qui utilisent des accepteurs

d'électrons ayant un potentiel redox moins favorable (plus bas) comme le

C02 ou le sulfate. En conséquence les syntrophies (dont le taux de

croissance dépend de la [H2] présente) qui utilisent un accepteur

d'électrons favorable se développent plus rapidement

La prédominance d'une bactéries oxydant H2 sur une bactérie concurrente,

vis à vIs des traces d'H2 libérées par une bactérie syntrophique, s'explique

par la capacité à maintenir la [H2] en dessous de celle nécessaire à un

métabo1isme significatif d'H2 chez le concurrent. C'est plus 1e seui 1

d'oxydation d'H2 que les paramètres cinétiques qui déterminent le résultat

de la compétition pour H2'

Une bactérie capable d'utiliser deux accepteurs d'électrons différents est

capable, en présence de l'accepteur thermodynamiquement le plus

favorable, de diminuer la concentration en hydrogène à un niveau plus bas

qu'avec l'accepteur le moins favorable. Le seui 1de la concentrat ion en H2

oxydable dépend donc moins de l'hydrogénase que du potentiel de

l'accepteur d'électrons. Le seuil de la [H2] correspond à l'incapacité

d'oxyder 1es transporteurs d'électrons redu i ts (TE red) en dessous d'une

certaine valeur du rapport TE red/TEox.(c'est à dire un seui 1de TE red)' Un



meilleur accepteur d'électrons abaisse ce quotient et influe donc sur la

vitesse de dégradat ion du substrat organique.

L'attractivité thermodynamique, c'est à dire le pouvoir oxydant, de

l'accepteur terminal d'électrons, détermine l'efficacité d'une bactérie à

oxyder de faibles concentrations en équivalents réducteurs, présents sous

forme d'H2 et peut être (selon l'équilibre H2 + TEox. (==) 2H't' + TEred)

aussi sous forme de transporteurs d'électrons réduits. Par conséquent la

variation d'énergi~ l'ibre des différentes respirations bactériennes peut,

indirectement par la diminution du facteur limitant (la [TEred.]),

influencer la vitesse du métabolisme de la cellule bactérienne. Cela

pourrait être l'une des raisons (la raison fondamentale étant que la

biomasse formée pendant la minéralisation est toujours plus importante

en aérobiose qu'en anaérobiose) pour laquelle la 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 C02 uniquement.
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RESUME

La capacité des bactéries anaérobies hydrogénotrophes à utiliser efficacement des

traces d'H2. que lion a mésurées comme étant le seuil d'oxyda1ion de l'hydrogène.

dépend du pouuoir oxydant de leur accepteur terminal d'électrons. Ce seuil est 200 fois

plus bas pour les bactéries réduisant le nilrate par rapport à celles utilisant le sulfate.

Ces dernières peuuent oxyder l'H2 à des concentrations plus basses que les bactéries

réduisant le C02'

L'importance de l'accepteur d'électrons interuient également dans les cocultures

syntrophiques. Le taux de croissance de la bactérie syntrophique Ifadômiflobôcll?/'

l7ydrogBf7oformaflsen coculture auec des bactéries hydrogénotrophes, a été corrélé au

potentiel rédox de diuers accepteurs terminaux d'électrons.

La consommation de traces d'H2 n'est pas limitée par la première étape, l'action de

11hydrogénase, mais par l'élimination des équiualents réducteurs. Cela conduit en général

à une accumulation d'équiualents réducteurs grâce à l'hydrogénase, donc également à
une accumulation d'H2 au cours de la dégrada1ion d'un substrat organique par les

bactéries hydrogénoirophes appartenant aux genres Ol?su/fouibrio. Ikl?/obôcll?rium.

Sporomusô et /'1f!/IWflOSpil'l//um. Ala fin de la croissance, l'H2 est réutilisé. La possibilité

d'un recyclage de H2 est discutée.

La concentration d'H2 qui est maintenue pendant le métabolisme de ces bactéries, est

utilisable par une autre bactérie hydrogénotrophe lors d'un transfert interespèce d'H2'

Une telle coculture a un caractère plutôt compétitif que symbiotique. Le transfert peut

être complet ou incomplet. Auec le méthanol comme substrat organique, la bactérie

consommant de l'H2 joue le rôle d'un parasite énergétique. Le flux d'électrons (sous

forme d'H2 J dans de telles cocultures de deux bactéries hydrogénotrophes, est controlé

par le pouuoir m~ydant des accepteurs d'électrons mis en jeu.

Le phénomène de formation d'une couche protectrice d'H2 à la surface du fer plongé

dans 11eau (polarisation) n'a pas pu être confirmé. Ru contraire, l'H2 cathodique se

dissout dans l'eau, diffuse et s'échappe dans la phase gazeuse; il est utilisable par les

bactéries hydrogénotrophes comme les bactéries qui réduiseni le sulfate. le fumarate

ou le niirate. L'utilisalion de j'H2 cathodique permet j'accélération du processus de

corrosion anaérobie. La corrosion anaérobie baciérienne n'est donc pas nécessairemen

lié à la présence de sulfate. La corrosion bactérienne uia l'utilisation de l'H2 cathodiqu~

par les bact éries aerobies semble également possible.

1

l'
:1
1

1




