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PHOTOPRODUCTION D'HYDROGENE PAR UNE SOUCHE DE BACTERIES
PHOTOTROPHES SULFUREUSES MARINES

R. MATHERON et R. BAULAIGUE

Laboratoire de Microbiologie, Faculté des Sciences et Techniques de Saint-Jérome,
13397 MARSEILLE Cedex 13 (FRANCE)

RESUME - La photoproduction d'hydrogéne a partir de co&!posés soufrés et organiques par une souche
d'Ectothiorhodospira a éé examinée. La souche bactéricnne forme de I'hydrogéne sur thiosulfate, sulfure et
divers acides organiques. Les caractéristiques majeures de cette production sont définies sur sulfure. La
production de Hp est étroitement corrélée & lassimilation du COg, et I'utilisation des substrats organiques
endogénes et exogénes est exacerbée par le sulfure.

Mots clés - Ectothiorhodospira, photoproduction, hydrogéne.

ABSTRACT - Ha evolution from sulfur and organic compounds by Ectothiorhodospira strain BAT0I | has been
investigated, Ectothiorhodospira strain BA1011 produces hydrogen from sulfide, thiosulfate and some organic
acids as propionate, acetate, lactate and succinate, Major characteristics are defined from sulfide : experiments
show a correlation between photohydrogen production and COg assimilation as well as an increase of the
utilization of endogencous and exogeneous organic substrates with sulfide as electron donor.
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INTRODUCTION

La photoproduction d’hydrogéne est une propri¢té largement répandue chez les bactéries
phototrophes, en particulier parmi les espéces appartenant a la famille des Rhodospirilla-
ceae. Quelques travaux ont porté sur la production de Hz par les Chromatiaceae en
présence de donneurs d'électrons organiques ou minéraux soufrés tel que le thiosulfate
(Bregoffet Kamen, 1952 ; Newton et Wilson, 1953 ; Arnonetcol., 1961 ; Ormerod et col..
1961). Plus récemment, une libération de Hz avec le sulfure comme source d'électrons a
été signalée chez ces microorganismes (Ohta et Mitsui, 1981 ; Matheron et Baulaigue,
1983).

Dans ce travail, nous avons examiné la production de Hz nitrogénase-dépendante a partir
de composés organiques et minéraux par une souche de bactéries phototrophes sulfu-
reuses marines, Ectothiorhodospira shaposhnikovii.

MATERIEL ET METHODES

Ectothiorhodospira shaposhnikovii souche BA1011 et toutes les méthodes expérimen-
tales ont ¢été décrites précédemment (Matheron et Baulaigue, 1972 et 1983).

Les bactéries, cuitivées sur le milieu de Pfennig (1965) contenant 3 9% de NaCl et 0,3 % de
MgClz.6H20. sont incubées a la lumigre de lampes incandescentes (10.000 lux). La
nitrogénase est induite sous atmosphére d'azote dans un milieu de culture dépourvu
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d’azote combiné.

Les productions d’hydrogéne ont été ¢évaluées avec des cellules non proliférantes incubées
dans un respirométre de Warburg, sous atmospheére d’argon et soumises a une intensité
lumineuse de 10.000 lux. Chaque fiole contient 7,5 mg de proteines cellulaires. Le
compartiment central renferme une solution de KOH ou du tampon COz. Les substrats,
sulfure (solution de NaS.9H.0 & 2.4 %), thiosulfate (solution a 100 mM) et acides
organiques sous forme de sels sodiques (solutions a 250 mM) sont introduits dans le
diverticule latéral. La teneur en sulfure de la solution de Na»S.9H,0 est déterminée par
colorimétrie.

Les proteines sont dosées par la méthode de Lowry et col. (1951).

RESULTATS

Le dégagement d’hydrogeéne par E.BAIOII est sous la dépendance de la lumi€re, du
sulfureet du CO2 (fig.1). Le COz exacerbe la production de gaz la lumiére en présence de
sulfure (courbe 2). I.e dosage du sulfure contenu dans les fioles en fin d’expérience révele
qu'aucune consommation de donneurs d’électrons ne se manifeste en ['absence de COo.
Dans ces conditions, ’hydrogéne formé doit étre considéré comme une production sur les
substrats endogénes des cellules. En outre, [a mobilisation des réducteurs endogénes n'a
lieu qu’avec le sulfure (courbe 3).
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Figure | : Influence de la lumiere, du
COs; et du sulfure sur la production de
Hz par Ectohiorhodospira BA [011.
Caractéristiques particulieres de cha-
100 que systéme.

[. Lumiére, tampon COg, 0,2 ml de
solution de Na,S . 9H20224 %
2. Lumiére, KOH, 0,2 mldesolution de
Na,S . 9H:0
3. Lumiére, tampon CO2
4. Obscurité, tampon COz, 0,2 ml de
solution de Na,S . 9H20

(d’apres Matheron et Baulaigue, 1983).

Temps {heures)

Le sulfure, avec une activité spécifique de 15,2 u litres de Hz et un rendement de 0,71
pmole de Ha, est une source privilégiée d’¢lectrons pour £ BAIOII (tab. 1). Les activités
spécifiques et les rendements sur acides organiques restent plus faibles. L’addition simul-
tanée de sulfure accroit la production d’hydrogéne a partir du propionate et de 'acétate ;
les rendements passent pour le propionate de 0,05 a 0,23 ymole de Hz2 mais seulement de
0,16 40,19 umole de Hz pour I'acétate, aprés déduction de ’hydrogeéne formé a partir du
sulfure.
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Substrat Activité Rendement Rendement théorique
Sulflure 15,2 0,71 4
Thiosulfate 6,3 0,45 4
Acétate 7.3 0,16 4
Propionate 1,7 0,05 7
Lactate 4.6 0,10 6

| Succinate 10,4 L 0,23 7

Tableau 1. Photoproduction de Ha par Ectothiorhodospira BA1011 sur différents substrats.
Activité en plitres de Ha/heure/ mg de protéines,

Rendement en ymoles de Ha/umoles de substrat

Les rendements théoriques ont été établis & partir des équations suivantes:

HzS + 4H20 > HzSOA + 4H2
NazS203 « SH20 $ 2 NaHSO4 + 4H2
CH3COOH + 2H20 P 2 COz + 4H2
CH3CH2C00H + 4H20 —pp 3CO2 + 7THz

CHsCHOHCOQOH + 3 H:O——————— P 3CO2 + 6 Ha
HOOCCH,CH2COOH + 4H,0 ———————p 4 COz + 7 He

DHSCUSSION

les résultats démontrent que E. BAI0Q11, bactérie phototrophe sulfureuse, libere de
Phydrogéne sur un milieu entiérement minéral a partir de composés minéraux soufres, en
particulier sur sulfure. Cette production dépassc celle obtenue & partir des donneurs
organiques d ¢lectrons. Comme pour la souche marine de Chromatitim isolée par Ohta et
Mitsui (1981), E.BAIOI1 accroit la formation d’hydrogéne en mixotrophie.

Les caractéristiques majeures de la production de Hz par £.BA1011, étudi€es sur sulfure,
sont trés similaires a celles observées par divers auteurs avec les autres souches de
bactéries phototrophes rouges sulfureuses ou non sulfureuses (Gest et Kamen, 1949 |
Arnonetcol., [952; Meyeretcol,, 1978 ; Kim et col., [980). Toutefots, les activités sur lcs
donneurs organiques d'¢lectrons endogenes et exogenes (propionate et acétate) ne s’ex-
priment pleinement qu’avee le sulfure, et 'utilisation de ce dernier est strictement CQq-
dépendant. La photoproduction d’hydrogéne semble corrétée a P'assimilation du COz,
indiquant la participation du sulfure & un processus de transfert délectrons d’une signifi-
cation plus générale. Par ailleurs, le sulfure doit permettre Ja mobilisation des composés
organiques en modifiant certaines conditions du milieu.

Les activités photoproductrices faibles de la souche étudiée, comparées aux valeurs
rapportées dans la littérature, ne sont pas surprenantes. Eneffet, 'activité nitrogénasique
de E.BAL101! {Matheron et Baulaiguc, 1983) est dix fois inférieure a celle observée par
Bognar et al., (1982) pour E.goldameirae et trés éloignée des taux mesurés habituellement
avec des Rhodospirillaceae (Madigan et al., 1984). 1."activité varie largement en fonction
de létat diws cellules ; comme "ont montré Ohta et Mitsui (1981), la productionde Ha par
des cellules de Chromatium récoltées en [in de phase logarithmique de croissance ou en
début de phase stationnaire atteint des valeurs de I'ordre de igmole de Hz/heure/mg de
protéines, proche de I’activité notée dans notre travail (0,68 umole de Hz/heure/mg de
proteines).

Par ailleurs, I'azote moléculaire ne constitue pas un inducteur de choix de la nitrogénase
contrairement au glutamate ou a des concentrations limitantes d’ion ammoniun (Swect
el Burris, 1981 5 Arp et Zumft, 1983).
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