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 I) Introduction 
 

1) Introduction générale  

 

La biolixiviation consiste en la récupération de métaux d’intérêt (or, cobalt…) à l’aide de 

microorganismes. Les métaux sont récupérés sous forme soluble provenant de matrices à 

faible teneur comme des sols (minerais) ou des déchets (informatique par exemple), puis 

extraits par électrolyse. On peut aussi utiliser ce concept pour la dépollution d'eaux de sorties 

d'usines (Kaksonen, 2018)1.   

 

C'est une technique, déjà utilisée pendant l’Antiquité et prometteuse à l'avenir et qui présente 

un enjeu économique et écologique (extraction de métaux de déchets informatiques; ou non 

récupérables par des techniques classiques) (Cui and Zhang 2008)2. En effet, l'augmentation 

des besoins en métaux, la diminution de leur présence dans les sols, les coûts d'exploitation 

des minerais à faible teneur et la prise de conscience collective quant à la protection de 

l'environnement (arsenic et autres substances toxiques relarguées par les méthodes 

traditionnelles) sont des arguments en faveur de la biolixiviation. Cependant, elle ne peut pas 

encore totalement remplacer les techniques traditionnelles et il y a des contraintes de coûts et 

de réglementation notamment sur les substances toxiques. (Morin 2010)3. 

 

En Europe, l'activité minière est encore majoritairement basée sur les techniques classiques 

de pyrométallurgie. Or, la biolixiviation est une technique d’hydrométallurgie. L’Europe reste 

très dépendante de l’import, voire même de façon critique selon le BRGM (terres rares extraites 

et produites principalement en Chine, platinoïdes dont 80% des ressources et de la production 

mondiales se trouvent en Russie et en Afrique du Sud…)4. Cependant, c'est au Chili, 

exportateur principal de cuivre, que des opérations d’hydrométallurgie à grande échelle comme 

Escondida (désert d’Atacama) ont été mises en place pour augmenter la production de cuivre. 

 

Pour ce faire, en biolixiviation, on utilise des consortia de bactéries oxydant le fer et/ou le soufre : 

Acidithiobacillus sp., ou bien encore les bactéries du genre Sulfobacillus sp., Leptospirillum 

sp.5. Le soufre est en effet un des éléments les plus présents sur Terre, souvent sous forme de 

sulfates et sulfures. 
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Afin d’optimiser les procédés, il est nécessaire de créer des modèles mathématiques, qui 

permettent une représentation du système par des équations pour appréhender les 

phénomènes auxquels on s’intéresse. On peut ainsi mieux les comprendre, les prédire, les 

optimiser et les contrôler tout en réduisant les coûts en ressources humaines et en matériel 

(Loustaunau 2015)6. 
 

Ce stage s’inscrit dans le cadre du projet MODELIX, en collaboration avec le BRGM d’Orléans 

(Bureau de Recherches Géologiques et Minières), consistant à construire un modèle 

hydrocinétique de biolixiviation en réacteur. Pour la partie cinétique du modèle, il est nécessaire 

d’obtenir les constantes cinétiques des bactéries courantes de biolixiviation. Celles 

d’Acidithiobacillus caldus, une des bactéries principales de la biolixiviation, seront déterminées 

expérimentalement au cours de ce stage. En effet, peu de données cinétiques sur cette bactérie 

sont documentées dans la littérature, d’où la nécessité de cette étude. 

 

 2) Présentation du laboratoire7 

 

Ce stage est réalisé au LRGP (Laboratoire Réactions et Génie des Procédés) sur un site 

hébergé à l’ENSAIA (École Nationale Supérieure d’Agronomie et des Industries Alimentaires) 

de Vandœuvre-lès-Nancy. Ce laboratoire est une unité de recherche mixte (UMR7274) entre 

le CNRS (Centre National de la Recherche Scientifique) et l’Université de Lorraine qui a été 

créée en 2010. Il comporte environ 300 personnes (Figure 1) dont 75 enseignants chercheurs 

et 25 chercheurs permanents (Annexe 1). Il est réparti sur quatre sites : l’ENSAIA, l’ENSIC 

(Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques), la plate-forme analytique SVS 

(Sciences, Vie et Santé) ainsi que la ferme expérimentale de la Bouzule à Champenoux. 

Figure 1 : Le LRGP en résumé (d’après le site du LRGP) 
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Son objectif consiste en l’étude des procédés dans les domaines de l’hydrométallurgie, la 

bioraffinerie, l’énergie ainsi que les procédés de valorisation du CO2 pour développer des 

connaissances nécessaires à leur conception, leur conduite et leur optimisation. Il est divisé en 

cinq équipes dont l’équipe BioProMo (BioProcédés, BioMolécules) au sein de laquelle se 

déroule le stage. 

 

Les objectifs de l’équipe BioProMo concernent l’étude de bioprocédés pour la production de 

divers produits pour les domaines de la santé publique, de l’environnement et du 

développement durable autour de trois thèmes : ingénierie des bioprocédés, ingénierie des 

procédés de bioséparation/ fonctionnalité des molécules et ingénierie numérique multi-échelle 

des bioprocédés. 

 

 3) La biolixiviation 

 

La source d'énergie des bactéries utilisées en biolixiviation est l'oxydation des composés 

soufrés (bactéries sulfo-oxydantes) et le CO2 est majoritairement leur source de carbone (A. 

caldus est autotrophe facultative, même si dans notre cas on considère que le CO2 est une 

source de carbone). La réaction de biolixiviation est exothermique, et est plus rapide que les 

réactions chimiques : la catalyse enzymatique peut multiplier d'un facteur d'un million la vitesse 

de la réaction d'oxydation (D’Hugues 2013)8.  

 

Des études sont actuellement menées pour améliorer le procédé (optimisation de design pour 

améliorer le rendement, sélection des souches bactériennes…). Aucun OGM n'est utilisé mais 

il n'est pas impossible qu'ils le soient à l'avenir afin d'augmenter les rendements, en effet, des 

études son ten cours sur de nouvelles souches plus résistantes à de fortes concentration en 

sels et en métaux (Gumulya et al. 2018)9. Cependant, le procédé reste lent (biolixiviation en 

tas) et coûteuse (biolixiviation en réacteur), d’où son implantation moins importante (Donati et 

al. 2016)10. 

 

  A) Les bactéries utilisées 

Les bactéries utilisées en biolixiviation ont été mises en évidence à partir des années 50 par 

Colmer et Temple11 qui étudiaient la pollution de la rivière Ohio à proximité des mines de 
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charbon (présence de fortes quantités d'acide sulfurique dues à une oxydation autre que 

chimique de la pyrite). Elles sont très abondantes dans les zones volcaniques (Ehrlich 2002)12. 

Elles sont acidophiles, autotrophes ou mixotrophes, aérobies strictes ou facultatives et tolèrent 

de fortes concentrations de métaux dissous (jusqu'à des dizaines de grammes par litre). La 

réaction nécessite un pH acide, et une température modérée à haute (Morin 2010)3. 

 

On les classe en trois groupes selon leur température optimale de croissance : mésophiles (15-

45°C), thermophiles modérées (45-60°C) ou thermophiles extrêmes (60-80°C) (Schippers 

2007)13. Les thermophiles extrêmes n'ont pas besoin de système de refroidissement, en plus 

d'améliorer considérablement les rendements de la récupération du cuivre contenu dans la 

chalcopyrite mais ceci nécessite des matériaux spéciaux plus coûteux comme l’inox pour la 

confection des réacteurs (Donati et al. 2016)10. 

 

On utilise souvent des consortia, indigènes ou artificiels, avec deux types d'oxydation : le fer et 

le soufre (Edwards et al. 2000)14. Un des consortia du BRGM est le consortia KCC-BRGM, 

extrait d’un site minier, dont la température optimale de croissance est de 45°C : Leptospirillum 

ferriphilum (oxyde le fer), Acidithiobacillus caldus (oxyde le soufre), Sulfobacillus benefaciens 

(oxyde le fer et le soufre), Sulfobacillus thermosulfidooxidans (oxyde le fer et le souffre) et 

Ferroplasma acidiphilum (oxyde le fer).  

 

B) Différentes techniques en industrie 

Deux techniques existent en industrie : la percolation (statique) ou bien l'agitation (dynamique) 

(Ehrlich 2002)12. Les procédés statiques comme la percolation permettent une extraction des 

gisements pauvres en métaux, ne coûtent pas cher, mais sont très lents (mois, voire années) 

(D’Hugues 2013)8. L'agitation est plus robuste et plus facile à contrôler mais est chère, donc 

elle est utilisée que pour des métaux de valeur comme l'or, le cobalt ou bien encore le nickel. 

Les microenvironnements bactériens dans ce cas sont encore méconnus. 

 

La percolation consiste en une solution acide contenant les bactéries qui transite sur le minerai 

directement issu de la mine. Le minerai est soit concassé (fragmentation réduite) dans des 

vallons aux parois imperméables (mode in situ) et le tout est saturé par une solution acide sous 

aération. Si l'on utilise le mode "en amas", on verse la solution acide sur un amas de minerai 
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dont on récupère les métaux par percolation (exemple : Talvivaara en Finlande ou l'on récupère 

depuis 2008 du nickel, du cobalt, du cuivre et du zinc). Enfin, on peut également utiliser le mode 

en "stalle nettoyée" ou le minerai est directement plongé dans une grande quantité de solution 

acide (augmentation de la surface de contact mais mauvais échanges gazeux, nécessaires à 

la bonne oxydation des sulfures) (Morin 2010)3. La circulation des solutions lixiviantes, les 

transferts de gaz et la dynamique des populations sont un verrou technique de cette méthode 

de biolixiviation (Ehrlich 2002)12. 

 

Dans les procédés dynamiques, trois types de dispositifs sont utilisés : le RPA (réacteur 

parfaitement agité, aéré, le seul applicable à une échelle industrielle), le réacteur "air-lift" bi-

compartimenté dont un compartiment est aéré, ce qui crée des mouvements de fluide, et ou le 

liquide est pompé vers le haut comparé au précédent réacteur, et enfin la colonne à bulles, 

aérée4. Il faut cependant faire attention à la formation de mousse (Ehrlich 2002)12. De même, 

le minéral doit être finement moulu, d'où le coût important (D’Hugues 2013)8. Un exemple de 

procédé dynamique se trouve en Ouganda (Projet KCC du BRGM) pour l'extraction de cobalt 

d'une pyrite cobaltifère, sous-produit d'une ancienne mine de cuivre. Cette technique reste 

encore à ses prémices et ne peut pas encore totalement remplacer les techniques 

traditionnelles à l'échelle industrielle, cependant elle reste très compétitive à petite et moyenne 

échelle. De même, les contraintes liées aux coûts, aux cours économiques des métaux, la 

réglementation sur les substances toxiques (cas de l’arsenic pour l’extraction de métaux 

comme l’or) a une influence directe sur les décisions quant au choix d'une technique (Morin 

2010)3. 
 

  C) Le mécanisme 

Les minéraux soufrés sont dissous par les protons et les ions Fe3+ (Sand et al. 1995)15. Il y a 

d'abord la mise en solution du métal M (2Fe3+ + MS = 2Fe2+ + M2+ + S0), puis l'oxydation 

bactérienne du fer ferreux Fe2+ par bactéries oxydantes du fer (4Fe2+ + O2 + 4H+ = 4Fe3+ + 

2H2O) (ce qui permet de régénérer le fer(III) requis pour l’attaque abiotique des minéraux) puis 

l'oxydation bactérienne du soufre (S0+3/2O2+H2O = H2SO4) par les bactéries oxydantes du 

soufre.  
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En effet, le fer ferrique Fe3+ attaque les sulfures et oxyde les composés soufrés intermédiaires 

comme le thiosulfate et les polysulfides mais pas le soufre élémentaire, oxydé uniquement par 

les bactéries oxydatives du soufre (à noter qu'elles oxydent également des composés 

intermédiaires comme le tétrathionate) (Schippers et al. 1999)16. Le milieu est acidifié par 

l’oxydation du soufre élémentaire en acide sulfurique ce qui évite les précipités et permet de 

régénérer les protons consommés (Rohwerder et al. 2003)17. 

 

Les produits obtenus dépendent des conditions géochimiques de l'environnement, de la 

disponibilité en oxygène et autres oxydants, du pH, et des espèces bactériennes présentes. La 

régénération de Fe3+ dépend de la présence des bactéries oxydantes du fer et de la présence 

d'oxygène.  

 

  D) Différentes voies 

Le mécanisme est dépendant du substrat et comporte deux voies (Figure 2) : celle du 

thiosulfate et celle des polysulfides (Schippers et al. 199916, Rohwerder et al. 200317). 

L'utilisation d'une voie plutôt que l'autre dépend de la configuration électronique des minéraux, 

ce qui aura une influence sur leur réactivité avec les protons (solubilité dans l'acide). Par contre, 

leur configuration cristalline (monosulfure ou disulfure) n'a pas d'influence (Schippers et al. 

1999)16. 

 

La voie du thiosulfate est plutôt associée aux minéraux soufrés insolubles dans l'acide (pyrite 

FeS2, molybdénite MoS2, tungsténite WS2...) c'est à dire oxydés par extraction des électrons 

par les ions Fe3+ alors que la voie des polysulfides concerne les minéraux solubles dans l'acide 

comme la chalcopyrite CuFeS2, la sphalérite ZnS, la galénite PbS, l'hauérite MnS2 ou bien 

encore l'arsénopyrite FeAsS.5 Pour les sulfures non solubles, les liaisons chimiques sont 

rompues qu'après six oxydations successives et libération du thiosulfate dont le produit final 

d'oxydation sera les sulfates (Schippers et al. 1996)18. 
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Figure 2 : Schéma résumant les mécanismes des différentes voies (Schippers and Sand 1999) 

 

On distingue un mécanisme direct et un mécanisme indirect (Sand et al. 2001)19. Le mécanisme 

indirect suppose que la dissolution du minerai est indépendante de l’action des bactéries 

(oxydation du sol et acidification du milieu due à la formation d'acides organiques, pas de 

présence physique des bactéries à la surface du minerai et utilisation de transfert d'électrons 

Fe2+/Fe3+ : ce n’est donc pas les bactéries mais les produits de réaction, qui forment des 

complexes solubles entre les ions métalliques et les acides organiques). Le mécanisme direct 

suppose que la dissolution du minerai est effectuée par les bactéries en plus de la dissolution 

chimique (oxydation du fer ferreux et du souffre par les bactéries présentes physiquement à 

leur surface, sans transfert d'électron) 
 

  E) Rôle des exopolysaccharides 

L'attachement au substrat serait médié par les exopolysaccharides des bactéries (EPS) pour 

former un biofilm (Vandevivere and Kirchman 199320, D’Hugues 20138). Il y une forte présence 

de fer dans la couche d'EPS de A. ferrooxidans et L. ferrooxidans (Gehrke et al. 1998)21. Ce 

fer est présent sous forme complexée par deux molécules d'acide uronique, le tout chargé 

positivement ce qui permet le contact par interaction électrostatique à la pyrite chargée 

négativement lorsqu'à pH 2 (Blake et al. 1994)22. A noter que les bactéries adaptent la 

composition de leurs EPS selon le substrat sur lequel elles se sont développées. De plus, le 

contact des bactéries avec le minéral ne serait pas essentiel à la biolixiviation et ne ferait 

qu'améliorer le rendement (Rawlings 2002)23.   
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 4) La bactérie Acidithiobacillus caldus 
 

La bactérie étudiée au cours de ce stage (Figure 3), à savoir Acidithiobacillus caldus 

(anciennement Thiobacillus caldus dans les années 90, le nouveau nom caractérisant mieux 

son caractère acidophile), est une protéobactérie de l'ordre des Acidithiobacillales, famille des 

Acidithiobacillaceae, genre Acidithiobacillus (quatre espèces). Elle a été isolée pour la première 

fois en 1994 à partir de restes d'activités minières du charbon. C'est une bactérie ubiquitaire 

des environnements naturels mais on la trouve aussi dans des environnements avec des 

sulfures anthropogéniques (Mangold et al. 2011)24. C'est un petit bacille mesurant 0,4-0,6 x 1-

2 µm, avec un génome de presque trois millions de paires de bases, gram négatif avec un 

flagelle, vivant souvent par paire, modérément thermophile (croissance optimale entre 42 et 

45°C, d'où le nom caldus), acidophile (croissance optimale à pH 2,5), oxydant le souffre et une 

large gamme de composés soufrés. Le gradient de pH est grand puisque son pH intracellulaire 

est de 6,5. Son temps de génération est compris entre 2 et 3 heures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3: A. caldus observée au microscope électronique (Hassan et al. 2010) 

 

Au fur et à mesure de la croissance de A.caldus, le souffre est donc oxydé selon l'équation 

S+3/2O2+H2O = H2SO4. On l'utilise souvent sous forme de consortium avec des bactéries 

oxydantes du fer. Les rendements de biolixiviation avec A. caldus sont souvent très bons (Okibe 

et al.)25. Il n'utilise pas de matière organique seule (peptone, extrait de levure...) ou de minéraux 
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inorganiques (sulfate de fer, pyrite...) comme source d’énergie : il faut un ajout de souffre (Zhou 

et al. 2007)26. 

 

La capacité à produire de l’acide sulfurique à travers l'oxydation du soufre montre les deux 

rôles d'A. caldus dans les procédés de biolixiviation, à savoir une acidification continue du 

milieu qui permet la solubilisation des composants métalliques ainsi que la dissolution de la 

couche de soufre déposée sur les sulfures, ce qui permet la dissolution des sulfures et laisse 

le champ libre aux autres bactéries (Dopson and Lindstrom 1999)28. A. caldus gagne de 

l’énergie et des électrons de l'oxydation du soufre élémentaire et des ISC (Inorganic Sulfur 

Compounds), de l’oxydation abiotique du fer(III) et des minéraux soufrés, pour sa croissance 

et la fixation du CO2. Le produit final de la biooxydation des ISC est l'acide sulfurique (Johnson 

and Hallberg 2009) 29. 

 

Le métabolisme du soufre se joue dans quatre régions différentes. La première région est la 

membrane externe du périplasme, la seconde région est le périplasme avec les voies sox, sdo 

(sulfure diooxygénase). Le soufre extracellulaire (cycle octasulfane) est activé et transporté 

dans l'espace périplasmique sous forme R-SH et est ensuite transporté dans le périplasme où 

il sera oxydé par sdo. La troisième région est la membrane cytoplasmique impliquant des 

systèmes non-sox avec d’autres enzymes d'oxydation du soufre comme tth (tetrathionate 

hydrolase), les flavoprotéines hdr (hétérodisulfide réductase), avec un couplage de l'oxydation 

du soufre avec le transport d'électrons. La quatrième région est le cytoplasme avec le système 

sor (sulfure oxygénase réductase) où le soufre est oxydé et est utilisé comme source d'énergie. 

C'est un système complexe, pas encore totalement connu, générant des obstacles à la 

compréhension du mécanisme (Mangold et al. 201124, Chen et al. 2012)30. 

 

5) Notions de cinétique 

 

Divers facteurs peuvent avoir une influence sur la cinétique de la réaction (Mossel and Ingram 

195531, Mossel et al. 198332) : 

-Facteurs intrinsèques (caractéristiques physicochimiques comme le pH, le milieu 

(concentration en substrat, oxygène dissous), l'osmolalité) 
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-Contraintes mécaniques (cisaillement, agitation, homogénéité, compression, turbulence du 

mélange...) 

-Flux de nutriments, de gaz dissous, de chaleur... 

 

Le modèle utilisé au cours de cette étude est le modèle de Monod (Figure 4), classiquement 

utilisé pour décrire la phase de croissance exponentielle d’une bactérie. Il donne une relation 

entre le taux spécifique de croissance µ (en h-1) et la concentration en substrat limitant :  

[S] : µ = µmax 
[𝑆]

[𝑆]+𝐾𝑠
 

Ks (en g.L-1) est la constante de demi-saturation et représente la concentration en substrat pour 

laquelle µ est égal à la moitié du taux maximum de croissance µmax. Ainsi, elle représente 

l’affinité de la bactérie pour son substrat. Pour de faibles valeurs de Ks (inférieures à la 

concentration en substrat), le taux de croissance est proche de sa valeur maximale. La perte 

de vitesse de croissance est très brutale et n'intervient que lors de l'épuisement complet du 

substrat. (Loustaunau 2015)6.  

 

 
Figure 4 : Représentation graphique du modèle de Monod  

(D’après http://www.perrin33.com/genie_ferment/bilan_parametres_xsp_2.php, consulté le 22 Aout 2019) 
 

De nombreux auteurs se sont inspirés de cette loi pour lui apporter des ajustements dans le 

cas d’inhibitions. Par exemple, des inhibitions peuvent survenir sur une bactérie ferrooxydante 

dues à une trop forte concentration d'ions ferriques (Nurmi et al. 2009)33. De même, la vitesse 

de consommation du substrat dépend des trois activités principales de la cellule, à savoir la 

croissance, la production et la formation de réserves énergétiques. 
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On greffe alors un ou plusieurs termes d'inhibition à la suite de l’équation. (Loustaunau 2015)6. 

 

Les données cinétiques d’A. caldus étant rares dans la littérature, on cherche donc au cours 

de ce stage à les obtenir expérimentalement. Ceci permettra d’alimenter les modèles de 

biolixiviation en cours d’élaboration. Ces données seront obtenues en mesurant régulièrement 

divers paramètres (biomasse, potentiel redox…) sur des cultures en bio-réacteur 

mécaniquement agité avec différentes concentrations en substrat, puis grâce à un traitement 

informatique (notamment en calculant les logarithmes néperiens des mesures de biomasse) 

de ces dernières afin d’en déduire les grandeurs de la loi de Monod. 
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II) Matériel et méthodes 
 

 1) Souches et milieux 

 

Deux souches de A. caldus sont utilisées : la souche BRGM1 du consortium du BRGM 

« BRGM-KCC » (BRGM Kasese Cobalt Compagny limited) ainsi que la souche KU de la DSMZ 

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen).    

 

Les milieux utilisés sont les milieux BSS (Basal Salt Solution) pour la souche BRGM1, et 0Km 

pour un autre échantillon de BRGM1, repiqué au BRGM d’Orléans (nommée « Barrie » dans 

la suite du rapport car elle provient du Professeur Barrie Johnson de la Bangor University au 

Pays de Galles), 150a pour la souche KU (puis passée sur milieu 0Km). (Annexe 2) 

 

Ces milieux sont mis à pH acide (entre 1,8 et 2,5), et sont additionnés d’une solution d’éléments 

traces (sauf 0Km). Le substrat des bactéries, à savoir le soufre élémentaire, est ajouté 

extemporanément directement dans l’erlenmeyer ou la cuve du réacteur juste avant la mise en 

culture car il flotte à la surface. Bien qu’on cherche à la faire varier lors des manipulations sur 

réacteur, la quantité de base de soufre est de 0,5 % m/v pour les erlenmeyers. Le soufre a été 

préalablement stérilisé par trois autoclavages successifs de 10 minutes à 110°C suivis de 24h 

de repos à 45°C pour éliminer les sporulées. 

 

 2) Propagation en fioles d’Erlenmeyer 

 

La phase de propagation en fiole d’Erlenmeyer sert à augmenter le nombre de cellules, à leur 

permettre de s’adapter à leur environnement ainsi que d’augmenter le volume de culture 

disponible pour le passage sur réacteur. En effet, les échantillons dont on dispose de base sont 

de 5 à 10 mL de culture, et la culture sur réacteur s’effectue sur un volume total de 2 L. De 

même, les cultures ne sont pas stables dans le temps et ont donc besoin d’être repiquées afin 

d’assurer leur survie. 

 

On effectue donc des repiquages sur des intervalles de temps réguliers de 10 % de la culture 

précédente sur du milieu neuf, et on augmente au fur et à mesure le volume des fioles 



13 

 

d’Erlenmeyer. Des prélèvements journaliers sont effectués pour comptage cellulaire. On 

commence par une culture de 20 mL (2 mL d’inoculum et 100 mg de soufre) jusqu’à des cultures 

de 75 mL (dont 7,5 mL d’inoculum et 350 mg de soufre) (et même 150 mL pour la souche 

BRGM1, dont 15 mL d’inoculum et 700 mg de soufre passée sur réacteur). Les repiquages se 

font au début tous les 3 ou 4 jours puis sont espacés progressivement à un par semaine puis 

un toutes les deux semaines (Tableau 1) (Annexe 2). 

 

 3) Culture en bio-réacteur mécaniquement agité 

 

Le passage sur réacteur s’effectue sur un volume de 2L de culture avec la souche BRGM1, à 

raison de 200 mL d’inoculum, 1,8 L de milieu 0Km et une quantité de soufre qu’on cherche à 

faire varier. Les concentrations de 0,05 g/L (Réacteur BRGM4), 0,5 g/L (BRGM3), 2,5 g/L 

(BRGM2), 5 g/L (BRGM1) et 10 g/L (BRGM5) sont testées (Tableau 1). Le réacteur utilisé est 

un réacteur de marque Applikon (Figures 5 et 6) disposant d’une agitation via deux turbines 

Rushton à 6 pales. Il est équipé d’une sonde pH de marque Mettler Toledo, d’une sonde à 

oxygène dissous de marque Applikon et d’une sonde de température. Un bloc condenseur, un 

système de régulation du froid relié à un cryothermostat, un tuyau avec canule dévissable pour 

injection et/ou prélèvement, une alimentation en soude reliée à une pompe pour réguler le pH 

à 2,4, une entrée de gaz sont également présents. L’ensemble est autoclavé avant mise en 

route 10 minutes à 110°C. Après autoclavage est aussi rajouté une membrane chauffante de 

marque Applikon pour régulation de la température.  

 

L’agitation est réglée à 700rpm et l’aération à 0,5vvm via un boitier de marque HiTec modèle 

Gaz Bronkhorst. Le réacteur est relié à une console de marque Applikon, modèle BioController 

ADI1030 sur laquelle seront relevées les valeurs de température et de pH (régulées), de soude 

ajoutée, de saturation en oxygène et de potentiel redox. (Annexe 3) 
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Figure 5 : Réacteur monté 

 

Figure 6 : Platine du réacteur 
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Tableau 1 : Arbre des repiquages 
 

 
  

 

4) Analyses 

 

A) Comptages sur cellule de Thoma 

Pour les fioles d’Erlenmeyer, des prélèvements sont effectués une fois par jour, et pour les 

réacteurs, on prélève toutes les 2h (pendant les heures d’ouverture du laboratoire). Ce 

prélèvement est dilué dans de l’eau acidifiée à pH2 (pour éviter de détériorer les bactéries) au 
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dixième en début de culture et au quarantième en fin de culture, de façon à pouvoir le quantifier 

plus facilement. Les cellules sont comptées manuellement sur un microscope optique de 

marque Leica modèle Leitz DMRB, grossissement x400, en utilisant une cellule de Thoma. Le 

nombre de cellules compté est divisé par 0.004 pour avoir le nombre de cellules par mL et 

multiplié par la dilution. Les résultats sont consignés et traités dans un fichier  tableur accessible 

en ligne.  

 

La loi de Monod donne une relation entre le taux spécifique de croissance µ (en h-1) et la 

concentration en substrat limitant. On cherche donc à faire varier la concentration en substrat 

afin d’obtenir les données cinétiques µ dans différentes conditions, afin d’en déduire le µmax et 

Ks de la réaction d’oxydation du soufre par A. caldus. 

 

Les graphes de la biomasse en fonction du temps puis du logarithme népérien de la biomasse 

en fonction du temps sont tracés (Figure 7). C’est en effet à partir de ce dernier que l’on peut 

obtenir µ pour évaluer la croissance cellulaire (pente de la courbe en phase exponentielle de 

croissance). Les graphes concernant les erlenmeyers ont surtout un but de contrôle, puisque 

ces erlenmeyers constituent une sauvegarde et un réservoir des souches pour les 

manipulations.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7 : Logarithme néperien de la biomasse en fonction du temps (d’après Augustin J. C. 

(2005).  Modélisation de la croissance microbienne et gestion de la sécurité sanitaire des aliments. mémoire 
pour l’obtention de l’habilitation à diriger des recherches de l’université Paris XII Val de Marne. 

 

Pour les réacteurs, une fois plusieurs µ obtenus, on peut par la suite tracer le graphe 

 µ = 𝑓([𝑆]) avec [S] la concentration en soufre afin d’obtenir µmax sur l’axe des ordonnées, 

au niveau de l’asymptote horizontale.   
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Puis, on peut retrouver une équation de type y = ax+b plus facilement interprétable en inversant 

les termes de l’équation de Monod afin d’en déduire Ks:  

µ = µmax 
[𝑆]

[𝑆]+𝐾𝑠
 devient  

1

µ
 = 

1

µ𝑚𝑎𝑥
 + ( 

1

[𝑆]
×

𝐾𝑠

µ𝑚𝑎𝑥
 ) 

Une tentative de marquage fluorescent pour une meilleure visibilité des cellules avec un kit 

Backlight Live/Dead ThermoFisher Scientific a été effectuée. Pour ceci, 1,5 µL de chacun des 

deux composants (iodure de propidium et SYTO9) étaient mélangés à 1 mL de solution 

bactérienne. Le même microscope est utilisé, en mode épifluorescence. Pour les réacteurs, on 

réalise également un prélèvement HPLC matin et soir. Ils sont archivés au réfrigérateur pour 

doser éventuellement l’acide sulfurique comme marqueur supplémentaire de la consommation 

du soufre. De même, on mesure le pH de façon journalière sur une série de fioles d’Erlenmeyer. 

 

  B) Valeurs relevées directement sur la console 

Pour les réacteurs, sont relevés directement sur l’écran de la console, sont consignés et traités 

dans le même fichier tableur le pH, la température, le potentiel redox, le volume de soude ajouté 

ainsi que la saturation en oxygène. 

 

On peut calculer la masse de soufre ms et la quantité nS (en mole) consommées à partir du 

volume vNaOH de soude ajouté : il faut peser le flacon de soude avant et après la culture. La 

différence est divisée par la masse volumique de la solution de soude (soude à 1 M de masse 

volumique 1,04 g/L) pour obtenir vNaOH. La concentration de soude cNaOH étant connue (1 M), 

on peut obtenir nNaOH (nNaOH = cNaOH x vNaOH). 

 

Sachant qu’il faut une mole de soufre pour faire une mole d’acide sulfurique selon l’équation 

d’oxydation du soufre (S+3/2O2 + H2O = H2SO4), et deux moles de soude pour neutraliser une 

mole d’acide sulfurique (2NaOH + H2SO4 = 2H2O + Na2SO4), la quantité de soufre consommée 

nS est égale à la moitié de la quantité de soude consommée nNaOH. Connaissant la masse 

molaire du soufre (32,07 g/mol), on peut la multiplier par nS pour en obtenir la masse 

consommée mS. 
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III) Résultats 
 

1) Propagation en fioles d’Erlenmeyer 

 

A) Observations au microscope 

Le comptage reste difficile, les bactéries étant très petites, transparentes et l’utilisation de la 

fluorescence étant impossible (puisqu’on ne verrait plus le quadrillage de la cellule de Thoma) 

(Figure 8). 

Figure 8 : Observation d’A. caldus au microscope optique 

 

La tentative de marquage fluorescent a toutefois mis en évidence la présence d’un important 

biofilm (Figure 9) sur les grains de soufre, lors d’une observation d’un échantillon de culture en 

fiole d’Erlenmeyer qu’on avait laissé décanter pour y observer le culot.  
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Figure 9 : Grain de soufre observé au microscope à fluorescence après marquage Baclight (Gx400) 

 

B) Suivi de la croissance des bactéries 

Une fiole d’Erlenmeyer de culture « Barrie » a été suivi pendant 3 semaines (Figure 10). On ne 

détecte pas d’anomalies et le taux de croissance maximal est de de 3,38.10-2h-1. Cette valeur 

est de 1,82.10-2h-1 pour la souche BRGM1 (Figure 11). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Croissance de la culture « Barrie » (Logarithme de la biomasse en fonction du temps) 
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Figure 11 : Croissance de la souche BRGM1 (Logarithme de la biomasse en fonction du temps) 
Concernant la souche KU de la DSMZ, elle est initialement cultivée sur milieu 150a à 45°C. 

Afin de simplifier les manipulations, nous l’avons passé à 42°C après plusieurs repiquages puis 

sur milieu 0Km. Il n’y a pas eu d’impact négatif, au contraire, une plus forte croissance a été 

observée. Le µ à 45°C vaut 2,95.10-2h-1, celui à 42°C vaut 2,56.10-2h-1 et enfin celui sur milieu 

0Km 3,90.10-2h-1 (Figure 12). 

 

Figure 12 : Croissance de la souche KU dans différentes conditions (Logarithme de la biomasse en fonction du 

temps) 
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  C) pH des fioles d’Erlenmeyer  

Le pH a été mesuré quotidiennement sur les fioles d’Erlenmeyer. Comme il n’y a pas de 

régulation du pH contrairement à une culture en réacteur, celui-ci diminue au cours du temps. 

Pour Barrie et KU, nous étions en phase stationnaire et aucun repiquage n’était prévu lorsque 

la mesure a été entreprise. Il varie respectivement de 1,09 à 1,03 et de 1,00 à 0,97. Pour BRGM, 

il varie de 2,02 (24 heures après repiquage) à 1,00, avec stabilisation lors de la phase 

stationnaire.  

 

2) Culture en bio-réacteur mécaniquement agité 

 

  A) Suivi de la croissance 

Cinq cultures en réacteur ont été effectuées avec chacun une quantité différente de soufre. Les 

courbes de biomasse en fonction du temps et de logarithme népérien en fonction du temps 

sont les suivantes : 

 
Figure 13 : Croissance dans un réacteur avec 10g/L de soufre (BRGM5) (Logarithme de la biomasse en fonction 

du temps) 



22 

 

 
Figure 14 : Croissance dans un réacteur avec 5g/L de soufre (BRGM1) (Logarithme de la biomasse en fonction 

du temps) 

 

 
Figure 15 : Croissance dans un réacteur avec 2,5g/L de soufre (BRGM2) (Logarithme de la biomasse en 

fonction du temps) 
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Figure 16 : Croissance dans un réacteur avec 0,5g/L de soufre (BRGM3) (Logarithme de la biomasse en 

fonction du temps) 

 

 
Figure 17 : Croissance dans un réacteur avec 0,05g/L de soufre (BRGM4) (Logarithme de la biomasse en 

fonction du temps) 
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Les µ sont répertoriés dans le tableau 2. Ainsi, plus la concentration en substrat, le soufre, est 

élevée, plus la croissance est forte. 

 
Tableau 2 : Taux de croissance dans les réacteurs, à différentes concentrations de substrat 

BRGM5 BRGM1 BRGM2 BRGM3 BRGM4 

µ = 6,17.10-2h-1 µ = 6,09.10-2h-1 µ = 2,89.10-2h-1 µ = 8,63.10-3h-1 µ = 4,17.10-2h-1 

 

Le résultat pour le réacteur à 0,05g/L de soufre est aberrant.  

De même, les µ des deux premiers réacteurs sont proches l’un de l’autre : le soufre est en 

excès et on atteint un seuil à partir duquel il n’y a plus de grande influence sur la croissance. 

 

On peut par la suite tracer le graphe µ = 𝑓([𝑆]) (Figure 18) avec [S] la concentration en 

soufre (le µ du réacteur à 0,05 g/L de soufre n’est pas pris en compte) : 

 

 
Figure 18 : Graphe µ=f([S]) avec estimation du taux maximu de croissance µmax 
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Ce graphe permet de récupérer µmax vaut environ 6,00.10-2  h-1. La constante Ks déduite de 

l’équation de Monod est de 2,77 g.L-1. Ces valeurs seront celles utilisées dans le modèle dont 

il est question dans ce projet de recherche. 

 

  B) Volume de soude ajouté 

L’oxydation du soufre par la bactérie produit de l’acide sulfurique. Afin de maintenir un pH 

constant, de la soude est injectée. L’évolution du volume de soude injectée (Figure 19) de 

même que l’augmentation du potentiel redox reflètent donc la quantité d’acide sulfurique 

produite et donc le métabolisme de la bactérie. 

 
Figure 19 : évolution du volume de soude ajoutée au cours du temps (en heures) 

 

On remarque ainsi que plus la concentration en soufre est élevée, plus on ajoute de soude. On 

produit donc plus d’acide sulfurique et la croissance est plus forte. Ceci confirme donc les 

tendances observées sur les graphes de la biomasse en fonction du temps ainsi que son 

logarithme népérien. Concernant les doutes que l’on avait sur les mauvais comptages du 

réacteur BRGM4, ils sont ici confirmés : seuls 4,8 mL de soude ont été ajoutés sur toute la 

culture (une fois passé un pic à 20 mL lors de l’injection de l’inoculum), ce qui confirme une 

faible croissance.   
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On peut calculer les quantités de soufre consommées à partir du volume de soude 

consommée :  

 
Tableau 3 : Masse de soufre consommée 

 
On remarque que plus la masse de soufre est faible, plus le pourcentage de soufre consommée 

par rapport à la masse introduite augmente (Tableau 3). Les bactéries tentent au maximum 

d’assurer leur croissance dans ce milieu où leur source d’énergie est limitante. Cependant, 

pour BRGM5, le pourcentage semble faible : en effet, le soufre a été ajouté en large excès. 

  

 C) Potentiel redox 

Concernant le potentiel redox, les résultats du réacteur BRGM3 ne figurent pas suite à un 

dysfonctionnement de la sonde. Après une phase de diminution, on observe une phase de 

montée correspondant à l’oxydation (Figures 20 à 23). 

 
Figure 20 : Potentiel redox (mV) en fonction du temps, réacteur BRGM5 
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Figure 21 : Potentiel redox (mV) en fonction du temps, réacteur BRGM1 

 

 
Figure 22 : Potentiel redox (mV) en fonction du temps, réacteur BRGM2 
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Figure 23 : Potentiel redox (mV) en fonction du temps, réacteur BRGM4 

 

On remarque que les amplitudes entre le début et la fin de la phase d’augmentation du redox 

(correspondant à la réaction d’oxydation) est plus faible lorsque la concentration en soufre est 

plus faible. L’activité oxydative est donc plus faible. Cependant, on observe une baisse 

inexpliquée du rédox après la phase de montée en ce qui concerne le réacteur BRGM5. La 

diminution du potentiel redox en première phase peut être due aux différents états par lequel 

passe le soufre avant d’être transformé en acide sulfurique par la bactérie. 

 

  C) Saturation en oxygène 

L’évolution de la saturation en oxygène représente la consommation de l’oxygène par la 

bactérie, afin d’oxyder le soufre en acide sulfurique ainsi que pour satisfaire ses besoins 

énergétiques (transferts d’électrons de l’oxydation du soufre à la chaine respiratoire). La sonde 

ayant eu un dysfonctionnement tout au long des manipulations, que nous n’avons pas réussi à 

résoudre y compris en la changeant, les résultats ne seront pas présentés dans ce rapport. 
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Discussion 
 
Le comptage au microscope reste difficile, les bactéries étant très petites, transparentes et 

l’utilisation de la fluorescence étant impossible (puisqu’on ne verrait plus le quadrillage de la 

cellule de Thoma). Il faut donc jouer avec la mise au point de façon à pouvoir compter dans 

toute la profondeur de la cellule de Thoma. Ceci induit donc un biais, et afin qu’il ne varie pas, 

il est important que ça soit toujours la même personne qui compte. De même, le résultat pour 

le réacteur à 0,05 g/L de soufre est aberrant. Ayant de plus une chute de biomasse observée 

le lundi, il serait judicieux de refaire cette manipulation afin de confirmer ou d’infirmer ce résultat, 

et même d’effectuer le comptage sur un échantillon non dilué. Cet échantillon contient 

théoriquement une faible quantité de bactéries, le comptage serait plus représentatif et 

significatif. Ici, il était sans doute trop dilué donc non interprétable correctement. 

 

La tentative de marquage fluorescent a toutefois mis en évidence la présence d’un important 

biofilm sur les grains de soufre, lors d’une observation d’un échantillon de culture en fiole 

d’Erlenmeyer. Les échantillons sur lesquels sont effectués les comptages ne prennent pas en 

compte ce biofilm car il y a très peu de grains de soufre dedans (dilution). De même, il est 

impossible de pouvoir compter les bactéries manuellement sur un grain de soufre. Il y a donc 

un biais et les comptages sont sous-estimés. Une solution devra être trouvée à l’avenir. Il 

faudrait en effet pouvoir décoller les bactéries des grains de soufre pour ensuite pouvoir les 

compter. L’urée pourrait être utilisée pour cela, la méthode étant assez simple et efficace à 

mettre en place (Sanawar et al.)34.  
 

De plus, les grains de soufre en suspension empêchent toute technique automatisée comme 

la cytométrie de flux ou bien de simples mesures de densité optique. Toutefois, des techniques 

de biologie moléculaire comme la PCR pourraient être envisagées afin de pouvoir quantifier 

l’ADN de façon précise et donc les bactéries. Ou bien, il faudrait effectuer les dosages en HPLC 

de l’acide sulfurique produit grâce aux vials archivés, cependant, il faudrait pouvoir corréler 

précisément la quantité d’acide produite à la quantité de de bactéries présentes de façon à 

pouvoir déterminer µ. 
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Concernant le pH, on observe une diminution dans les fioles d’Erlenmeyer : ceci est dû à la 

formation d’acide sulfurique et au fait que le pH des erlenmeyers ne soit pas à l’optimum pour 

la bactérie contrairement aux réacteurs où il est régulé par ajout de soude pour neutraliser 

l’acide produit. On remarque d’ailleurs qu’à la phase stationnaire en erlenmeyer, le pH a 

tendance à se stabiliser. Ceci est dû à l’épuisement du milieu et à la croissance qui n’augmente 

plus lors de la phase stationnaire.  

 

La croissance est meilleure en réacteur, milieu continuellement contrôlé (dans le cas où le 

soufre est en excès) et aéré, contrairement aux fioles d’Erlenmeyer ou peut se produire une 

anoxie partielle, l’aération se faisant moins bien à travers un papier aluminium et du coton, 

contrairement à un sparger de réacteur. Ce phénomène vient s’ajouter à la production d’acide 

non neutralisée qui peut freiner la croissance dans la fiole. Il faudrait pouvoir mesurer l’oxygène 

dans les fioles d’Erlenmeyer à l’aide d’une sonde pour confirmer cette hypothèse d’anoxie. 

 

Les µ des deux premiers réacteurs sont proches l’un de l’autre : le soufre est en excès et on 

atteint un seuil à partir duquel il n’y a plus de grande influence sur la croissance. Dans le 

réacteur BRGM5, le soufre est tellement en excès que le pourcentage de soufre consommé 

par la bactérie diminue. On remarque que plus la masse de soufre est faible, plus le 

pourcentage de soufre consommée par rapport à la masse introduite augmente. Les bactéries 

tentent au maximum d’assurer leur croissance dans ce milieu où leur source d’énergie est 

limitante.  

 

Ainsi, pour conclure, les manipulations réalisées au cours de ce stage donnent un bon aperçu 

de la cinétique d’A. caldus, avec un taux spécifique de croissance conforme à ce que l’on peut 

attendre mais une constante de demi-saturation plus élevée si l’on compare à d’autres 

bactéries de biolixiviation comme Sulfobacillus thermosulfidooxidans)35. Cependant, des 

manipulations supplémentaires restent à faire, de façon à avoir une confirmation plus précise 

de la croissance que par les comptages manuels, ainsi que sur le µmax, déterminé ici de façon 

graphique donc plus approximative. De même, aucune mesure de saturation en oxygène n’a 

pu être correctement entreprise, que ça soit en réacteur ou en fiole d’Erlenmeyer, à cause de 

dysfonctionnements techniques.  
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De même, la concentration en substrat est loin d’être le seul paramètre pouvant influencer la 

cinétique. La littérature documente en effet de nombreux paramètres d’inhibitions de la 

croissance bactérienne, à partir desquels on a pu déduire de nombreuses variantes de 

l’équation de Monod (Loustaunau 2015)6. C’est par exemple le cas des produits métaboliques 

comme l’acide sulfurique, l’épuisement du milieu (et donc la concentration en minéraux autres 

que le soufre), la biomasse en elle-même (utilisation de molécules signal comme celles du 

quorum-sensing). La récupération des données cinétiques d’A. caldus pour l’alimentation du 

modèle est donc loin d’être terminée. De même, ce n’est pas la seule bactérie utilisée en 

biolixiviation, le travail sera donc également à répéter pour d’autre.  

 

Toutefois, malgré ce côté fastidieux, construire un modèle mathématique du procédé permettra 

de pouvoir l’optimiser plus rapidement et plus efficacement. Grâce aux outils informatiques, on 

pourra économiser du temps, du personnel et du matériel consacré aux phases d’essais. Mieux 

développer le procédé de biolixiviation à l’avenir permettra de s’inscrire dans une démarche de 

développement durable, de réduire la pollution due aux rejets toxiques des méthodes 

traditionnelles d’extraction des métaux, de mieux traiter et recycler certains déchets spécifiques 

comme les déchets électroniques. De plus, l’extraction de métaux comme le cobalt, largement 

utilisé pour la construction de smartphones et autres appareils multimédias, pose actuellement 

dans certains cas des problèmes éthiques (exploitation d’enfants, financement d’armes…). La 

biolixiviation pourrait donc permettre des productions plus vertes mais aussi plus honnêtes et 

éthiques. 
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Convention de stage 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

Annexe 1 : Organigramme du laboratoire 

 



 

Annexe 2 : Protocoles de preparation des milieux et de 
repiquage 
 

 

PROJET MODELIX 
LANCEMENT D’UNE CULTURE BACTERIENNE 

ACIDITHIOBACILLUS CALDUS 
 

1. Sécurités à respecter 

Les cultures sont réalisées en souche pure et peuvent être contaminées par des bactéries 
naturellement présentes dans le sol. Il est important d’éviter tout risque de contamination de 
la souche pure, pouvant entraîner sa perte. De plus, les cultures sont réalisées en milieu très 
acide (pH = 1). Pour cela, il est nécessaire de respecter certaines sécurités : 

- Port de gants neufs, 
- Port de lunettes, 
- Utilisation de matériel stérilisé, 
- Si utilisation de boites à cônes, ne pas les laisser ouvertes ou laisser le couvercle face 

contre paillasse, 
- Eviter de passer le bras au-dessus des échantillons, des solutions ou des cônes, 
- Bien refermer les solutions après utilisation. 

 
Faire attention à ne pas contaminer le filtre des micropipettes (si présent). 
 
Les micro-organismes manipulés dans les cultures ne présentent pas de caractères 
pathogènes reconnu pour l’homme ni de risque de multiplication dans l’environnement naturel 
compte tenu de leurs caractéristiques particulières. 
 

2. Méthodologie 

La méthodologie comprend le lancement d’une culture depuis un échantillon de 5 à 10 mL de 
culture active, préalablement isolée. La préparation des milieux est variable selon la souche 
prise en compte. 
 

2.1. Préparation des milieux 

2.1.1. Milieu 0Km 
 
Le milieu 0Km est l’un des milieux de base utilisés en biolixiviation au BRGM. Le milieu 0Km 
est le milieu utilisé pour la croissance de la souche K d’A. caldus provenant du BRGM, isolée 
par Barrie Johnson. La composition de la solution nutritive est la suivante  

- (NH4)2SO4  3,70 g/L 
- KOH   0,48 g/L 



 

- MgSO4,7H20  0,52 g/L 
- H3PO4 (85%)  0,80 g/L 
- Eau déminéralisée  (qsp 1 litre) 
- S0    (qsp 0,5 % m/v) 

 
Afin de disposer d’un stock suffisant, 1L de solution nutritive, concentrée 5 fois, est préparé. 
Préparer dans un contenant adapté (fiole jaugé par exemple) : 

- (NH4)2SO4  18,50 g 
- KOH   2,40 g 
- MgSO4,7H20  2,60 g 
- H3PO4 (85%)  4,00 g 
- Eau déminéralisée  (qsp 1 litre) 
- S0    (qsp 0,5 % m/v) 

 
La solution peut être autoclavée puis stockée à température ambiante (placard). Elle peut 
être conservée jusqu’à 2 mois. Penser à noter la date de préparation sur la bouteille et la 
mention « 0Km 5X ». 
 
Préparation d’une solution 1X : préparer 1L de solution 0Km en diluant 200 mL de solution 
0Km 5X dans 800 mL d’eau distillée, puis ajuster son pH entre 1,8 et 2. Noter le pH puis 
autoclaver la solution. 
 
2.1.2. Milieu 150a 
 
Le milieu 150a est le milieu utilisé pour la croissance de la souche KU d’A. caldus provenant 
de la DSMZ. La composition de la solution nutritive est la suivante : 

- (NH4)2SO4  3,00 g 
- K2HPO4,3H2  0,50 g 
- MgSO4,7H2O 0,50 g   
- KCl   0,10 g 
- Ca(CO3)2  0,01 g 
- Solution d’éléments trace 10,00 mL 
- S0    (qsp 0,5 % m/v) 
- Eau distillée   (qsp 1 litre)  

 
La solution d’éléments trace est la suivante : 

- FeCl3,6H2O  11,00 mg 
- CuSO4,5H2O  0,50 mg 
- H2BO3  2,00 mg 
- MnSO4,H2O  2,00 mg 
- Na2MoO4,2H2O 0,80 mg 
- CoCl2,6H2O  0,60 mg 
- ZnSO4,7H2O  0,90 mg 
- Eau distillée   (qsp 10 mL) 

 
Dissoudre tous les ingrédients à l’exception de la solution d’éléments trace et du soufre 
élémentaire S0. Ajuster le pH avec du 6N H2SO4 (3M) jusqu’à 2,5. Les solutions doivent être 
stérilisées indépendamment comme ci-après : 
 



 

- La solution de base par autoclavage 
- La solution d’éléments trace par filtration  
- Le soufre élémentaire par autoclavage à 110°C pendant 40 minutes durant 3 jours d’af-

filés et entrecoupés de passages en incubateur à 30°C pendant 24h. 
 
La solution de base et la solution d’éléments trace peuvent être réunies. Puisque le soufre 
n’est pas miscible dans l’eau, il est préférable de l’ajouter indépendamment à raison de 0,5% 
(m/v). 
 
2.1.3. Milieu BSS 
 
Le milieu BSS est le milieu utilisé pour la croissance de la souche K d’A. caldus provenant du 
BRGM et reçue au LRGP le 16 Avril 2019 (différente de celle isolée par B,Johnson). La 
composition de la solution nutritive 50X est la suivante : 

- Na2SO4   3,30 g 
- (NH4)SO4  22,50 g  
- KCl   2,50 g 
- MgSO4     25,00 g 
- KH2PO4                   2,50 g 
- Ca(NO3)2, 4H2O      0,70 g (le notre est plus hydraté, donc on met 1,50g) 
- Solution d’éléments trace  1,00 mL 
- S0   5,00 g 
- Eau distillée   (qsp 1 litre)  

 
La solution d’éléments trace, livrée déjà préparé par le BRGM est la suivante : 

- ZnSO3,7H2O  10,00 mg 
- CuSO4,5H2O  1,00 mg 
- MnSO4, 4H2O 1,00 mg 
- CoSO4,7H2O  12,00 mg 
- Cr2(SO4)3,15H2O  0,50 mg 
- H3,BO3                             0,60 mg 
- Na2MoO4, 2H2O       0,50 mg 
- NiSO4,6H2O             1,00 mg 
- Na2SeO4, 10H2O     1,00 mg 
- Na2WO4, 2H2O         0,10 mg 
- NaVO3                      0,10 mg 
- Eau distillée    (qsp 1L) 

 
Ajuster le pH avec du 6N H2SO4 (3M) jusqu’à 2,0.  
Les solutions doivent être stérilisées indépendamment comme ci-après : 

- La solution de base et d’élements trace par autoclavage (le vanadate demande plusieurs 
jours pour se redissoudre après autoclavage) 

- Le soufre élémentaire par autoclavage à 110°C pendant 40 minutes durant 3 jours d’af-
filés et entrecoupés de passages en incubateur à 30°C pendant 24h. 

 
La solution de base et la solution d’éléments trace (1mL) peuvent être réunies. Puisque le 
soufre n’est pas miscible dans l’eau, il est préférable de l’ajouter indépendamment à raison 
de 0,5% (m/v). 
 



 

Préparation d’une solution 1X : préparer 1L de solution BSS en diluant 20 mL de solution BSS 
50X dans 980 mL d’eau distillée, puis ajuster son pH entre 1,8 et 2. Noter le pH puis 
autoclaver la solution. 

2.2. Repiquage 

Le principe est celui du « repiquage », consistant à inoculer à intervalle de temps régulier, 
dans un milieu de culture « neuf » contenants les éléments nutritifs et le substrat, la culture 
bactérienne précédente. 
 
2.2.1. Premier repiquage 
 
Matériel nécessaire : 

- 1 erlenmeyer de 50 mL autoclavé (avec coton et aluminium) 
- Milieu de culture (0Km, BSS ou 150a) 
- Soufre stérile 
- 5 à 10 mL de culture active 

 
Préparer 18 mL de solution nutritive (BSS pour la souche BRGM, 0Km pour la souche de 
Barrie Johnson, 150a pour la souche DSMZ) et les ajouter à l’erlenmeyer de 50 mL 
autoclavé. Ajouter à la solution 2 mL de culture active (inoculum à 10% v/v) puis 100mg de 
soufre élémentaire S0. Noter au feutre le niveau de milieu. 
 
Incuber à 45°C (pour la souche DSMZ) ou 42°C (pour les deux souches BRGM) sur table 
d’agitation à 100 RPM. (diamètre orbital à définir) 
 
La croissance devrait devenir évidente après 2-5j de cultures. La croissance est observable 
par le soufre qui coule au fond de l’erlenmeyer. Il est nécessaire de vérifier tous les jours que 
le milieu ne s’évapore pas trop par rapport au trait. Une fois la phase exponentielle atteinte, la 
culture doit être immédiatement repiquée puisque les souches pures d’A. caldus ne sont pas 
stables dans le temps.  
 
2.2.2. Deuxième repiquage 
 
Matériel nécessaire : 

- 1 erlenmeyer de 150 mL autoclavé (avec coton et aluminium) 
- Milieu de culture 1X (0Km, BSS ou 150a) 
- Soufre stérile 
- La culture précédente 

 
Préparer 27 mL de solution nutritive (BSS pour la souche BRGM, 0Km pour la souche de 
Barrie Johnson, 150a pour la souche DSMZ) et les ajouter à l’erlenmeyer de 150 mL 
autoclavé. Ajouter à la solution 3 mL de culture active (inoculum à 10% v/v) puis 150mg de 
soufre élémentaire S0. Noter au feutre le niveau de milieu. 
 
Incuber à 45°C (pour la souche DSMZ) ou 42°C (pour les deux souches BRGM) sur table 
d’agitation à 100 RPM. (diamètre orbital à définir) 
 



 

La croissance devrait devenir évidente après 2-5j de cultures. La croissance est observable 
par le soufre qui coule au fond de l’erlenmeyer. Il est nécessaire de vérifier tous les jours que 
le milieu ne s’évapore pas trop par rapport au trait. Une fois la phase exponentielle atteinte, la 
culture doit être immédiatement repiquée puisque les souches pures d’A. caldus ne sont pas 
stables dans le temps. Conserver une sauvegarde du contenu de la culture précédente dans 
un tube de type Falcon50 et incubée dans les mêmes conditions que la nouvelle. 
 
2.2.3. Troisième repiquage 
 
Matériel nécessaire : 

- 1 erlenmeyer de 250 mL autoclavé (avec coton et aluminium) 
- Milieu de culture 1X (0Km, BSS ou 150a) 
- Soufre stérile 
- La culture précédente 

 
Préparer 45 mL de solution nutritive (BSS pour la souche BRGM, 0Km pour la souche de 
Barrie Johnson, 150a pour la souche DSMZ) et les ajouter à l’erlenmeyer de 250 mL 
autoclavé. Ajouter à la solution 5 mL de culture active (inoculum à 10% v/v) puis 250mg de 
soufre élémentaire S0. Noter au feutre le niveau de milieu. 
 
Incuber à 45°C (pour la souche DSMZ) ou 42°C (pour les deux souches BRGM) sur table 
d’agitation à 100 RPM. (diamètre orbital à définir) Conserver une sauvegarde du contenu de 
la culture précédente dans un tube de type Falcon50 et incubée dans les mêmes conditions 
que la nouvelle. Jeter la sauvegarde précédente. 
 
 
2.2.4. Quatrième repiquage 
 
Matériel nécessaire : 

- 1 erlenmeyer de 500 mL autoclavé (avec coton et aluminium) 
- Milieu de culture 1X (0Km, BSS ou 150a) 
- Soufre stérile 
- La culture précédente 

 
Préparer 90 mL de solution nutritive (BSS pour la souche BRGM, 0Km pour la souche de 
Barrie Johnson, 150a pour la souche DSMZ) et les ajouter à l’erlenmeyer de 500 mL 
autoclavé. Ajouter à la solution 10 mL de culture active (inoculum à 10% v/v) puis 500mg de 
soufre élémentaire S0. Noter au feutre le niveau de milieu. 
 
Incuber à 45°C (pour la souche DSMZ) ou 42°C (pour les deux souches BRGM) sur table 
d’agitation à 100 RPM. (diamètre orbital à définir) Conserver une sauvegarde du contenu de 
la culture précédente dans un tube de type Falcon50 et incubée dans les mêmes conditions 
que la nouvelle. Jeter la sauvegarde précédente. 
 
2.2.5. Cinquième repiquage 
 
Matériel nécessaire : 

- 1 erlenmeyer de 1L autoclavé (avec coton et aluminium) 



 

- Milieu de culture 1X (0Km, BSS ou 150a) 
- Soufre stérile 
- La culture précédente 

 
Préparer 180 mL de solution nutritive (BSS pour la souche BRGM, 0Km pour la souche de 
Barrie Johnson, 150a pour la souche DSMZ) et les ajouter à l’erlenmeyer de 1L autoclavé. 
Ajouter à la solution 20 mL de culture active (inoculum à 10% v/v) puis 1g de soufre 
élémentaire S0. Noter au feutre le niveau de milieu. 
 
Incuber à 45°C (pour la souche DSMZ) ou 42°C (pour les deux souches BRGM) sur table 
d’agitation à 100 RPM. (diamètre orbital à définir) Conserver une sauvegarde du contenu de 
la culture précédente dans un tube de type Falcon50 et incubée dans les mêmes conditions 
que la nouvelle. Jeter la sauvegarde précédente. 

2.3. SUIVI / CONTRÔLE 

Il est nécessaire de suivre les cultures afin de s’assurer de la viabilité des bactéries. Le fait 
que le souffre élementaire tombe au fond de l’erlenmeyer est déjà un indicateur de biomasse. 
Le souffre flotte sauf quand il est consommé par les bactéries. 
 
On peut également surveiller la culture grâce à l’utilisation d’une cellule de Toma et d’un 
microscope optique. La cellule est remplie à ras bord dans ses fentes de culture bactérienne 
et une lamelle de verre est adhérée dessus par capillarité. On doit pouvoir observer et 
dénombrer dans le quadrillage de la cellule des bactéries vivantes. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Annexe 3 : Protocoles de montage et démontage du réac-
teur 
Protocole de mise en place et démontage 

d'un réacteur 
 

1. Avant autoclavage 
Le réacteur utilisé est un réacteur APPLIKON de 2L disposant d’une agitation via deux hélices 
Rushton (6 pales). 
 

1.1. Préparation du milieu de culture 
 
Le milieu de culture est un milieu minimum 0Km supplémenté de soufre élémentaire S0. Pour 
une inoculation à 10% v/v, on a : 

- 1800 mL de 0Km. Soit, pour du 0Km 5X : 360 mL de 0Km et 1440 mL d’eau du robinet, 
- 0,5% w/v de soufre élémentaire S0, soit 10 g pour 2L. La quantité de soufre inoculée 

variera en fonction des expériences. 
 
Le milieu 0Km est autoclavable mais le soufre élémentaire est sensible à la température. Ne 
pas dépasser 110°C. 
 

1.2. Préparation des sondes 
 
Dans notre cas, on utilise deux sondes placées sur les deux gros trous à vis de la platine (cf. 
Figure 1.) : 
 - pH = à calibrer à l’aide de la console : F2 Manual, Calibration, F2 pH, Execute, F4 
Temperature, rentrer la température, F5 Edit, rentrer le pH de l'étalon (1e étalon : pH 4,00), F4 
Continue, tremper dans l'étalon et lire. Puis on recommence avec le 2e étalon (pH 1,67). 
 - Oxygène dissous = il faut remettre de l'électrolyte à l'intérieur. Elle sera calibrée in 
situ quand le réacteur sera à température. 
 
Les sondes doivent être découplées puis protégées avec du papier alu et du coton pour 
l'autoclavage. 
 

1.3. Préparation du réacteur 
 
Remplir la cuve à l’aide des 1800 mL de milieu 0Km et du soufre élémentaire préparés. 
Ensuite, mettre en place sa platine du réacteur. 
 
Branchés sur la platine se trouvent (Figure 2.) : 
 - Un condenseur, avec entrée et sortie d'eau (entrée par le bas), et une sortie de gaz 
par le haut avec un filtre. Le filtre est à protéger au papier alu pour l'autoclavage. 
 - Un système de régulation du froid, avec une entrée et une sortie d'eau 
 - Un tuyau avec canule dévissable pour le prélèvement d'échantillons 
 - Un autre pour l'entrée de l'inoculum 



 

 - Un tuyau d'alimentation en soude, à protéger par un plastique d'emballage de 
seringue pour l'autoclavage 
 - Une entrée de gaz avec filtre protégé par papier aluminium 
Avant d'autoclaver, il faut boucher toutes les autres sorties avec des raccords noués, mettre 
des pinces en T sur tous les tuyaux sauf les tuyaux de gaz et d’eau. Bien fixer les tuyaux sur 
les embouts de la platine quand nécessaires avec des cordons de sécurité en plastiques. 
 
Autoclaver 10 minutes à 110°C le réacteur et la fiole de lancement (protégée de manière 
similaire). 



 

2. Après autoclavage 
 
Après autoclavage, enlever les papiers de protection ainsi que le papier alu et les cotons. 
Connecter les divers composants du réacteur : 
 - Les sondes à la console 
 - Les entrées et sorties de gaz au module gaz calibré sur 0,5L/min (vvm) dans notre 
cas 
 - La régulation du froid au réseau d'eau 
 - Le condenseur à son boitier (entrée et sortie eau) 
 
De même, on rajoute : 
 - La membrane chauffante (reliée à la console) 
 - La sonde à température après avoir rempli son orifice d'eau reliée à la console 
 - Le moteur relié à son module calibré sur 700rpm dans notre cas 
 - Une seringue d'acide sulfurique pour éventuelle régulation manuelle au point 
d'injection (5mL de solution 5M) 
 - L'entrée de soude à la pompe et au flacon contenant une solution de 20g de soude 
dans qsp 500mL d'eau distillée. La partie plongeant dans la soude du tuyau est la partie 
biseautée. Le niveau de soude est marqué au feutre sur le flacon (afin de vérifier le volume 
final injecté). 
 - La terre reliée à la platine 
 - Sécher le filtre en injectant un peu d'air 
 



 

 
 
3.Injection de l'inoculum 

 
L'inoculum est injecté grâce à une fiole de lancement autoclavée, avec une entrée d'air 
comprimé avec filtre (également protégé par papier alu avant autoclavage) et une sortie pour 
l'inoculum. Cette sortie sera reliée à la canule prévue à cet effet sur le réacteur. 

 
3.  Prélèvements 

 
Pour les prélèvements pour analyse microscopique de la biomasse, on utilise une seringue 
de 10mL sur la canule de prélèvement. Un volume mort de 10mL environ est éliminé. On 



 

garde environ 500µL en tube à essai, qui sera éventuellement dilué. On archive également un 
vial HPLC au frigo pour éventuelle HPLC future. Le contenu du vial doit être filtré. 
 
Les valeurs à relever régulièrement à l'écran de la console pour la cinétique seront la 
température, le pH, la saturation en oxygène, le potentiel redox et la quantité de soude 
injectée. 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5. Démontage 
 
Eteindre et enlever le moteur 
Eteindre le gaz derrière le boitier 
Désactiver les contrôles de la console (Process> Control> All> Stop) 
Enlever la sonde à oxygène, la rincer légèrement, et remettre de l’électrolyte dedans 
Enlever les autres sondes et les rincer légèrement 
Enlever la terre, la régulation froid, le tuyau de gaz, le bloc condenseur, les canules, les 
pinces 
Vérifier que la pompe est éteinte et débrancher le tuyau de soude et placer l’extrémité dans la 
bouteille pour éviter que ça coule 
Enlever la membrane et vérifier qu’elle ne chauffe plus 
Garder 200mL d’inoculum pour ré-encemenser le prochain réacteur 
Laver le réacteur et sa platine au lave-vaisselle en plaçant les extrémités des tuyaux d’air et 
eau sur les buses pour un bon nettoyage 
 
 
 
 
 
 
 



 

Résumé 
La biolixiviation consiste en la récupération de métaux d’intérêt (or, cobalt…) à l’aide de 

microorganismes. C'est une technique prometteuse à l'avenir et qui présente un enjeu 

économique et écologique. Afin d’optimiser les procédés, il est nécessaire de créer des 

modèles mathématiques pour appréhender les phénomènes auxquels on s’intéresse. Pour la 

partie cinétique d’un modèle en cours de création au laboratoire, il est nécessaire d’obtenir les 

constantes cinétiques des bactéries courantes de biolixiviation, comme le taux de croissance 

µ utilisé dans la loi de Monod, une des principales lois de la cinétique. Lors de ce stage, celles 

d’Acidithiobacillus caldus, dont peu de données sont documentées dans la littérature, seront 

donc déterminées expérimentalement grâce à des cultures en bio-réacteurs à des 

concentrations en substrat différentes. Ceci s’effectuera à l’aide de comptages cellulaires ainsi 

que grâce à des relevés de mesures à l’aide de sondes. On pourra alors tirer des conclusions 

de l’influence de la concentration en substrat sur le métabolisme de la bactérie. 

 

Bioleaching consists of reuptake of metals of interest (gold, cobalt…) thanks to microorganisms. 

It’s an hopeful method which represents an economical and ecological challenge. In order to 

optimize processes, it’s necessary to create mathematical models to understand phenomena 

of interest. Concerning the kinetics part of a model, which is in progress at our laboratory, it’s 

necessary to determine the kinetic data of common bioleaching bacteria, like the growth rate µ, 

used for one of the main kinetic laws, Monod’s equation. During this internship, those of 

Acidithiobacillus caldus, of which little data are known in the literature, will be experimentally 

determined thanks to the monitoring of stirred tank reactor cultures at different substrate 

concentrations. This will be made thanks to cell counts and probes. It will be possible to 

conclude about the influence of substrate concentration on the metabolism of the bacteria.    

 

Mots clefs : Biolixiviation, bio-réacteur, cinétique, Acidithiobacillus caldus, loi de Monod. 
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