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AVANT PROPOS 

Le l ec t eu r  dispose en annexe d'un tableau rappelant l a  
nomenclature, l e s  noms usuels e t  l e s  formules générales des d i f f é r en t s  
acides gras  l i n é a i r e s ,  sa turés  e t  insa turés .  Dans l e  t e x t e ,  l a  fonct ion 
d'une population bactérienne e s t  souvent employée comme subs tan t i f  (une 
acétogène au l i e u  d'une bac té r ie  acétogène). 
La s i g n i f i c a t i o n  des abbréviations e t  termes spécifiques u t i l i s é s ,  e s t  
donnée ci-après : 

A c é t o c l a s t e  : bac t é r i e  ou réac t ion  consommant de l ' a c i d e  acétique.  
A c é t o g è n e  : bac té r ie  ou réact ion produisant de l ' a c i d e  acétique.  
A c i d i f i c a t i o n  : baisse  du pH dans une cu l tu re  acidogène dont l e  pH 
n ' e s t  pas régulé ou tamponné. 
A c i d o g è n e  : bac t é r i e  ou réac t ion  produisant des acides  g ra s  ou des  
acides organique S. 

A c y l g l y c é r o l s  : e s t e r s  d ' ac ides  g ra s  e t  de glycérol  ; synonyme : 
glycérides.  
A.G.L.C. : acides  g ra s  à longues chafnes. 
A,G.V.  : acides g ra s  v o l a t i l s .  
A.P.O.H.  : acétogène productrice obligée d'hydrogène ; synonyme : 
syntrophe obligée.  L 'appel la t ion anglaise  O.H.P.A. peut ê t r e  employée 
par inadvertance. 
C h a r g e  v o l u m i q u e  : quant i té  de subs t r a t  i n t rodu i t e  dans un réac teur  par 
un i té  de volume e t  un i té  de temps. 
Charge m a s s i q u e  : Quantité de subs t r a t  i n t rodu i t e  dans l e  digesteur  par 
un i té  de M.V.E. S. (est imation de l a  biomasse bactérienne) e t  par un i té  
de temps. 
D.C.O. : demande chimique en oxygène. 
D.O. : dens i té  optique. 
Iiydrogénophile : bac té r ie  consommant l'hydrogène moléculaire. 
L i q u é f a c t i o n  : hydrolyse d 'un subs t r a t  so l ide .  
M e t h a n o g è n e  : bac t é r i e  ou réac t ion  produisant du méthane. 
M , E I S .  : matières en suspension. 
M.V.E.S.  : matières v o l a t i l e s  en suspension. 
M.S.T.  : matières sèches t o t a l e s .  
M.V,T. : matières v o l a t i l e s  t o t a l e s  ; synonyme : matières organiques 
t o t a l e s .  
M.M.T. : matières minérales t o t a l e s  ; synonyme : cendres. 
N.T.K. : azote t o t a l  Kjeldahl. 
N.m : azote  ammoniacal. 
N . P . P .  : nombre l e  plus probable (ou M.P.N. : most probable number) . 
PH : pression p a r t i e l l e  d 'hydrogène. 
~ofyosides : polymères plucidiques ; synonyme : polysaccharides. 
Productivité en m é t h a n e  : volume de méthane produi t  par  un i té  de volume 
e t  unité de temps. Dans l e  cas des réacteurs  en deux étapes ,  l a  
product ivi té  e s t  calculée par rapport  aux volumes u t i l e s  cumulés des 2 
cuves de fermentation. 
T F i a c y l g l y c é r o l s  : molécule de glycérol  e s t é r i f i é e  par t r o i s  ac ides  
gras  ; synonyme : t r i g lycé r ides ,  l i p i d e s  neutres ou de réserve. 
T.S .H.  : temps de séjour  hydraulique. 
T . S . S .  : temps de séjour des so l ides .  
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INTRODUCTION 

La fermentat ion méthanique contrôlée  es t  un processus anaérobie de 

dismutat ion des  matières organiques complexes en méthane e t  gaz 

carbonique r é a l i s é e  par des popula t ions  bactér iennes  mixtes. 

Malgré l e s  e s p o i r s  fondés s u r  l a  méthanisation des  mat ières  organiques 

d ' o r i g i n e  a g r i c o l e  (fumiers, p a i l l e s )  pour l a  diminution de n o t r e  

dépendance v i s  à v i s  des combustibles f o s s i l e s  importés (LESAGE - 
1952) ,  l a  compét i t iv i t é  de c e t t e  production d ' énerg ie  n ' e s t  pas encore 

assurée  compte tenu de l a  d i spe rs ion  des  sources de mat ières  premières 

e t  des coûts encore re la t ivement  bas des  a u t r e s  combustibles (SOURIE - 
1982).  

L e  problème se pose d i f férement  lorsque i a  matière organique e s t  source 

de p o l l u t i o n  e t  d o i t  é t r e  décomposée e t  non r e j e t é e  dans l e  mi l ieu  

n a t u r e l .  La fermenta t ion méthanique es t  a l o r s  un mode de t r a i t e m e n t  qui 

possède un c e r t a i n  nombre d 'avantages par  r appor t  à l a  technique 

d ' épura t ion  aé rob ie ,  Sans ê t r e  e x h a u s t i f ,  c i t o n s  : l a  p o s s i b i l i t é  

d ' épure r  des r e j e t s  organiques dont l e  rappor t  carbone sur azo te  est 

é levé  ( supér ieur  à 20) e t  une f a i b l e  production de biomasse bactér ienne 

c o r r é l é e  avec un t r é s  bon rendement de conversion (90% environ) de l a  

matière organique dégradée, en un gaz va lo r i sab le .  

En s i t e  i n d u s t r i e l ,  c e  mode d ' é p u r a t i o n  peut  s ' a s s o c i e r  à l a  

récupéra t ion d e s  c a l o r i e s  "bas niveau" des e f f l u e n t s  e t  l e  gaz es t  

u t i l i s a b l e  directement,  sans compression. 

La f a i b l e  synthèse de biomasse c o n s t i t u e  cependant un inconvénient  dans 

l a  mesure où l e  taux de renouvellement des b a c t é r i e s  est  trés l e n t ,  Le 

processus de démarrage du fermenteur es t  long e t  l e  procédé est  

s e n s i b l e  aux déséqu i l ib res  de fermentat ion (ALBAGNAC - 1981, MOSEY - 
1981). 

L ' in t roduct ion des  procédés de seconde généra t ion ( f i l t r e  anaérobie ,  

lit de boue, lit f l u i d i s é )  dans l e s q u e l s  l e  r é t e n t i o n  de l a  biomasse 

bactérienne a c t i v e  e s t  f avor i sée ,  rend poss ib le  l 'augmentat ion des 

charges volumiques des r é a c t e u r s ,  à charge massique constante .  D e  p lus ,  

c e s  procédés suppor tent  beaucoup mieux l e s  surcharges organiques ou l e s  

modificat ions temporaires des paramètres de c u l t u r e .  Par con t re ,  l e u r  



u t i l i s a t i o n  e s t  incompatible avec l a  présence, dans l e s  eaux à t r a i t e r ,  

d'une concentra t ion élevée en mat ières  en suspension (VAN DEN BERG - 
1983, VERRIER - 1984). 

Pour c e s  d i f f é r e n t e s  r a i s o n s ,  l a  fermentat ion méthanique est bien 

adaptée à l ' é p u r a t i o n  des e f f l u e n t s  à concentra t ion é levée  en carbone 

organique so lub le  générés p a r  l e s  i n d u s t r i e s  agro-al imentaires.  

L 'épura t ion anaérobie y e s t  conçue comme un moyen d 'abattement de l a  

demande chimique en oxygène. Un t ra i t ement  aérobie  de f i n i t i o n  e s t  

généralement nécessa i re  pour é l iminer  l a  p o l l u t i o n  carbonée r é s i d u e l l e  

e t  l'ammoniaque. Les procédés o n t  dépassé l e  s t a d e  de l ' expér imenta t ion  

p i l o t e  e t  on dénombre p lus ieurs  r é a l i s a t i o n s  i n d u s t r i e l l e s  dans les 

conserver ies ,  s u c r e r i e s ,  i n d u s t r i e s  de l a  pomme de t e r r e .  Dans une 

conserver ie  du Nord, l e  biogaz v i e n t  en remplacement d 'environ 10% des 

besoins to taux en combustibles de l ' u s i n e .  

Dans s e s  grandes l i g n e s ,  l a  b io log ie  de l a  méthanogenèse est  

actuellement b ien  connue, sauf en c e  qui  concerne l ' acé togenèse  à 

p a r t i r  des ac ides  de l a  s é r i e  a l ipha t ique  (ac ides  g r a s ) .  

De p lus ,  des  r e j e t s  organiques s o n t  actuellement non ou mai v a l o r i s é s  

e t  l e s  t ravaux qui  o n t  é t é  r é a l i s é s  v i s e n t  deux o b j e c t i f s  : 

-1- Pour t e n t e r  de g é n é r a l i s e r  l ' emplo i  des  f i l t res  anaérobies  à 

des déchets  organiques s o l i d e s ,  ceux-ci son t  t r a i t é s  par  un procédé en 

deux phases ( l i q u é f a c t i o n  - méthanogenèse) . L'é tape  de l i q u é f a c t i o n  est  

p lus  pa r t i cu l i è rement  é tud iée  dans l e  sens  d 'une opt imisa t ion des 

paramètres de fermentat ion.  

-2- Le c a s  des  r e j e t s  chargés en mat ières  g rasses  e s t  p lus  

o r i g i n a l  dans l a  mesure où l a  f a i s a b i l i t é  elle-même de l a  d iges t ion  

anaérobie de c e  type d ' e f f l u e n t  é t a i t  à démontrer. 

La connaissance du métabolisme des  populat ions bactér iennes  impliquées 

dans ce processus est  nécessa i re  e t  dans ce  but  nous é tudions  l a  

dégradation anaérobie des ac ides  g r a s  à longues chafnes e t  l e s  

problèmes de t o x i c i t é  qui  l e -ms  s o n t  l iés .  
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Figui-e 1 .  ETAPES DE LA DEGRADATION ANAEROBIE DE LA HATIERE ORGANIQUE EN M I L I E U  PAUVRE EN SULFATE. 

(modifié à p a r t i r  de G u j e r  - 19831 



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 

1 - FERMENTATION METHAMIQUE DE LA MATIERE ORGANIQUE 

Selon un schéma c l a s s i q u e ,  l a  d i g e s t i o n  anaérobie complète de l a  

matigre organique e s t  l a  r é s u l t a n t e  de 3 é tapes  métaboliques : 

l ' hydro lyse  e t  l a  fermenta t ion  des polymères, l ' acé togenèse  à p a r t i r  

des p rodu i t s  de fermenta t ion  e t  l a  méthanogenèse à p a r t i r  de l ' a c é t a t e  

e t  à p a r t i r  de l 'hydrogéne ( f i g u r e  1). 

Le processus méthanogène joue un r ô l e  fondamental dans l e s  n iches  

anaérobies  par  t ransformat ion  des  p rodu i t s  de dégradation de l a  mat ière  

organique,  en méthane e t  gaz carbonique, gaz qui  s o n t  é l iminés  du 

mi l ieu  e t  r é i n t è g r e n t  l e  c y c l e  du carbone. Dans les d i g e s t e u r s ,  les 

méthanogènes é l iminent  en permanence l e s  composés toxiques v i s  à v i s  

des b a c t é r i e s  anaérobies  (p ro tons ,  a c i d e s  organiques)  e t  con t r ibuen t  au 

maintien du pH à une va leur  optimale. 

Acétogenèse à p a r t i r  des mat ières  organiques ou des 

in te rmédia i res  de fermentat ion.  

Les s u b s t r a t s  complexes polymérisés s o n t  hydrolysés pa r  voie  

enzymatique e x o c e l l u l a i r e .  Ces enzymes s o n t  s y n t h é t i s é s  e t  exc ré tés  p a r  

l e s  b a c t é r i e s  hydrolyt iques  e t  fermentat ives qui  a s s i m i l e n t  l e s  

monomères a i n s i  l i b é r é s  ( s u c r e s  s imples,  ac ides  aminés, g l y c é r o l )  e t  

l e s  u t i l i s e n t  comme source  de carbone e t  d ' éne rg ie  pour l e u r  

développement. L e s  b a c t é r i e s  hydrolyt iques  son t  généralement 

s p é c i a l i s é e s  dans l ' u t i l i s a t i o n  d 'un  polymère p r é c i s  : c e l l u l o l y t i q u e s ,  

xylanolyt iques ,  p r o t é o l y t i q u e s ,  l i p o l y t i q u e s ,  e t  une dépolymérisation 

complète r é s u l t e  souvent  de l ' a c t i o n  d 'un  consortium enzymatique ( c a s  

de l a  c e l l u l o l y s e ) .  

Les monorn5res i s s u s  de l ' é t a p e  d 'hydrolyse  s o n t  t ransformés pa r  l e s  

b a c t é r i e s  fermenta t ives ,  en fonct ion  de l e u r  p o t e n t i e l  enzymatique e t  

des  condi t ions  du mi l ieu ,  en composés organiques t e l s  que ac ide  

l a c t i q u e ,  é thanol ,  ac ides  g r a s  v o l a t i l s .  La production de c e s  composés 

e s t  inf luencée  en p a r t i c u l i e r  par  l e  pH e t  l a  p ress ion  p a r t i e l l e  

d 'hydrogène régnant  dans l e  m i l i  eu. 



Les composés fermenta i res  son t  e n s u i t e  dégradés p a r  une é tape  

d 'acétogenèse avec production obl igée  dthydïog2ne. C 'es t  une é tape  c l é  

dans l a  production des deux principaux s u b s t r a t s  des méthanogènes : 

a c é t a t e  e t  H - CO2. Les r é a c t i o n s  d 'acétogenèse oxydatives à p a r t i r  2 
des produi ts  de fermentat ion son t  thermodynamiquement r é a l i s a b l e s  

lorsque l a  p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène e s t  t r è s  f a i b l e ,  condi t ion  

qu i  peut  ê t r e  obtenue pa r  t r a n s f e r t  i n t e r s p é c i f i q u e  d'hydrogène e n t r e  

l e s  b a c t é r i e s  acétogènes e t  l e s  b a c t é r i e s  hydrogènophiles, 

méthanogènes, homoacétogènes, ou s u l f a t o r é d u c t r i c e s  en présence de 

su1 f at  e. 

2 - Méthanogenèse. 

Les b a c t é r i e s  méthanogènes s o n t  des b a c t é r i e s  anaérobies s t r i c t e s  que 

l ' o n  rencontre  dans l e s  écosystèmes dont  l e  p o t e n t i e l  redox est  très 

bas,  vo i s in  de - 350 mV. Dans l e s  d iges teurs  de méthanisation, c e t t e  

condi t ion  e s t  obtenue pa r  l ' a c t i v i t é  cumulée des populat ions anaérobies 

f a c u l t a t i v e s  e t  s u l f a t o r é d u c t r i c e s ,  qui  é l iminent  t o u t e  t r a c e  d'oxygène 

e t  réduisent  l e  mil ieu.  

Les b a c t é r i e s  méthanogènes u t i l i s e n t  une gamme de s u b s t r a t s  t r è s  

l i m i t é e  : a c é t a t e ,  H2 - CO2, formate, CO, méthanol e t  méthylamines. En 

g é n é r a l ,  dans les écosystèmes méthanigènes l e  f l u x  carbone passe 

principalement p a r  l ' a c é t a t e  e t  hydrogène - gaz carbonique. Les 

b a c t é r i e s  méthanigènes, avec l e s  b a c t é r i e s  ha loph i les  e t  

thermoacidophiles, o n t  é t é  récemment c l a s s é e s  dans une nouvelle 

l i g n é e , l e s  Archébactéries,  qui  s ' a j o u t e  aux l i g n é e s  des Eubactér ies  e t  

des Eucaryotes. 

Les voies  métaboliques qui  permettent  aux méthanigènes de t i r e r  l e u r  

énergie  des s u b s t r a t s  p r é c i t é s  sont  o r i g i n a l e s  e t  ne sont  pas encore 

complètement é luc idées  ( f i g u r e  2 ) .  En p a r t i c u l i e r ,  ces  b a c t é r i e s  

s y n t h é t i s e n t  des  mol&-ules spéc i f iques  : l e  coenzyme M ( ac ide  2 - 
mercaptoéthane sul fonique)  e s t  un t r anspor teur  de groupement méthyl, l e  

f a c t e u r  F420 e s t  un t r anspor teur  d ' é l e c t r o n s  à bas p o t e n t i e l ,  l e  

f a c t e u r  MF430 qui  es t  l e  cofacteur  de l a  méthyl coM réductase  e t  l a  

méthanoptérine qui  joue chez l e s  méthanogènes UE r ô l e  dzns l e  kranspor t  

des groupements monocarbonés (ESCALANTE-SEMERANA - 1984). 



Tab 1 eau 1 . 
THERMODYNAMIQUE DES REACTIONS DE METHANOGENESE C Thaüer -1977 1 

F iaure  2 .  

X-CHO 2H% 

REDUCTION DU CO- EN METHANE OU ACETATE PAR LES BACTERIES 



La méthanogenèse peut  ê t r e  spécifiquement inhibée pa r  add i t ion  de 2 - 
bromoéthanesulfonate de sodium, un analogue s t r u c t u r a i  du coenzyme M 

qui  bloque l ' a c t i v i t é  de l a  méthyl coM réductase  (SMITH - 1981). L e  

f a c t e u r  F420 e s t  f luorescen t  dans sa forme oxydée. Ce t t e  p r o p r i é t é  est  

u t i l i s é e  pour l a  mise en évidence des méthanogènes l o r s  de 

l ' o b s e r v a t i o n  microscopique. 

a - Voies métaboliques 

L e  schéma des v o i e s  de synthèse du méthane é t a b l i  p a r  BARKER en 1956 a 

é t é  depuis complété mais non remis fondamentalement en quest ion.  

L ' a ss imi la t ion  d e s  composés monocarbonés pour l a  production de méthane 

(ga in  d ' é n e r g i e )  e t  d ' a c é t a t e  (molécule de base pour l a  synthèse des  

c o n s t i t u a n t s  c e l l u l a i r e s )  permet l a  croissance  autotrophe des  b a c t é r i e s  

méthanogènes. 

La production de méthane à p a r t i r  de l ' a c é t a t e  e s t  moins énergét ique  

que l a  vo ie  de réduct ion du CO2 u t i l i s a n t  l 'hydrogène ( r é a c t i o n s  1 e t  3 

du t ab leau  1). L ' u t i l i s a t i o n  d ' a c é t a t e  marqué a montré que l e  méthane 

provient  du groupement méthyl de  l ' a c é t a t e .  

L a  production d'ATP par l a  voie  de méthanogenèse a c é t o c l a s t e  e s t  encore 

inexpliquée : l a  r é a c t i o n  n ' e s t  pas suffisamment exergonique pour ê t r e  

couplée à l a  formation d 'une l i a i s o n  r i c h e  en énergie.  La forma+ion 

d 'un  g r a d i e n t  de protons p e r m e t t r a i t  l 'accumulation d ' énerg ie  

nécessa i re  à l a  synthèse dfATP. 

b - Microbiologie de i a  méthanogenèse 

Dans l e s  écosystèmes n a t u r e l s ,  l a  production de méthane a été observée 

dans une gamme de température a l l a n t  de 4Oc à 75Oc. On d i s t ingue  

cependant des  optima de température pour l a  croissance  des  b a c t é r i e s  

méthanogènes : 1) mésophile, 35Oc pour l a  méthanogenèse a c é t o c l a s t e  ou 

hydrogénophile, 2 )  thermophile, v e r s  55Oc, pour l a  méthanogenèse 

a c é t o c l a s t e ,  3) thermophile ve r s  65Oc pour l a  méthanogenèse 

hydrogénophile. 



Tableau 2. 

PARAMETRES CINETIQUES DE BACTERIES METHANIGENES. (Zehnder-1981; Petrof f -1985) 

METHANOGENESE 
HYDROGENOPHILE 

+Methsnobrevibac- 

t e r  a rbo r  i ph i l us 

PZ -35 '~-  

+Methanosarc i na 

ba rke r  i -35 '~ -  

tMethanobacterium 

thermoautotro- 

pn i curn -6S0c- 

METHANOGENESE 

AC ETOC LASTE 

cbivléthanothr i x 

$' ehngen i i 

# -35Oc- 
 meth han os arc i na 

b a r k e r i  -35 '~-  

 meth han os arc i na 

c h t i  55 -55 '~-  

Ks -1  
mole I 

TAUX DE : REND+. EN TAUX D 'UTIL .  
BIOMASSE{CH4 FORME 
g.mo~e- 

DU SUBSTTAT - - 1  mo1es.g .h 



Cependant, en opposi t ion avec ce s  de rn ie r s  po in t s ,  ZINDER (1984) a 

?écemment d é c r i t  une cu l t u r e  méthanogène acé toc l a s t e  ( bac t é r i e s  de type 

Methanothrix). ayant  un optimum de croissance à 6S0c e t  pouvant produire  

du méthane acé toc l a s t e  à 70°c, température à l aque l l e  l e s  bac t é r i e s  

fermentatives son t  t r è s  peu ac t ives .  

S i  l ' o n  excepte quelques bac t é r i e s  méthanogènes halophi les ,  l a  

méthanogenèse s e  r é a l i s e  à pH compris e n t r e  6 , 5  e t  8,O. La p lupar t  des  

bac t é r i e s  méthanogènes on t  un pH optimum de croissance vo i s i n  de la  

n e u t r a l i t é .  

Dans l e s  d iges teurs  anaérobies,  l e s  2 voies de méthanogenèse, 

hydrogénophile e t  a cé toc l a s t e ,  sont  généralement r é a l i s é e s  par des 

populat ions méthanogènes d i f f é r en t e s .  Seules Methanosarcina b=keri  e t  

M. vacuolata u t i l i s e n t  l e s  deux types de s u b s t r a t s  mais on ne l e s  - 
rencontre  qu'exceptionnellement dans l e s  d iges teurs  (VOGELS - 1984). 

Parmi l e s  méthanogènes hydrogènophiles, l e s  thermophiles s e  d i s t inguen t  

par  un temps de doublement nettement p lus  cou r t  : 1 à 2 heures pour 

Methanobacterium thermoautotrophicum à 65Oc contre  5 à 10 heures pour 

Methanobrevibacter a rbor iph i lus  AZ à 35Oc. Par con t re ,  l e u r s  constarites 

d ' a f f i n i t é  pour l 'hydrogène sont  t r è s  vo i s ines  : K s  de 1 à 10 x IO-' 

mole/l,  ce qui  explique que ce s  bac t é r i e s  puissent  maintenir des 

press ions  p a r t i e l l e s  d'hydrogène t r è s  f a i b l e s  dans l e s  milieux 

anaérobies. 

Les méthanogènes acé toc l a s t e s  s 'opposent  aux précédentes pa r  des 

caracté,- is t iques c iné t iques  nettement d i f f é r en t e s  : l e s  2 a cé toc l a s t e s  

mésophiles l e s  p lus  représentées  dans l e s  d iges teurs ,  Methanosarcina 

mazei (TOUZEL - 1983) e t  Methanothrix soehngenii on t  des temps de 
P 

doublement r e s p e c t i f s  de 15 e t  30 heures. Methanosarcina c h t i  55 

(PETROFF-1985), a cé toc l a s t e  thermophile, a un temps de doublement de 3 

à 4 heures à 57Oc. Par con t re ,  l e s  constantes  d ' a f f i n i t é  pour l ' a c é t a t e  

des a cé toc l a s t e s  thermophiles son t  p lus  é levées  (ZEHNDER - 1981). 

Signalons en f in  que ZINDER (1984) a m i s  en évidence une cocul ture  

thermophile à 60°c oxydant l ' a c é t a t e  : une bac t é r i e  syntrophe dégrade 

l ' a c é t a t e  en a s soc i a t i on  avec une hydrogénophile de type 

Methanobacterium. Le marquage de l ' a c é t a t e  nontre que l e  méthane 

provient  a u s s i  bien du groupement méthyl que du groupement carhoxyl de 

l ' a c é t a t e  ( r é ac t i ons  2 e t  3 du tableau 1). 



Fiquro 3, Concentration de l'effluent -0.C.C. 

Relation entre l a  concentration de l'effluent at le temps de 

séjour hydraulique dans le réacteur, en +onction de la charge 

volumique irnposee à l'installation. 



En conclusion,  l e  ga in  énergét ique  par  mole de méthane p rodu i t e ,  

beaucoup p l u s  f a i b l e  dans l e  cas  de l ' a c é t a t e ,  expl ique  que l e s  

méthanogènes a c é t o c l a s t e s  possèdent  des  v i t e s s e s  e t  des  rendements de 

c ro i s sance  beaucoup p l u s  f a i b l e s  que l e u r s  homologues hydrogénophiles 

( t a b l e a u  2 )  . 

METHANISATION DES RESIDUS SOLIDES. DISCUSSION DE L'INTERET DES 

PROCEDES AVEC SEPARATION DES PHASES. 

1 - Technologie des  procédés de méthanisat ion i n d u s t r i e l s .  

Le rendement en méthane d 'un  e f f l u e n t  d'I.A.A. e s t  v o i s i n  de 250 à 300 

l i t r e s  de méthane par  kg de D.C.O. dégradée. 

S i  l ' o n  f i x e  l a  l i m i t e  de p r o d u c t i v i t é  en méthane d 'une  i n s t a l l a t i o n  à 

1 mètre cube de méthane par  mètre cube e t  par  j o u r ,  va leur  à p a r t i r  de 

l a q u e l l e  l e  procédé dev ien t  économiquement compé t i t i f  (VERRIER - 1984) ,  

l a  charge volumique r é e l l e  du r é a c t e u r  d o i t  a t t e i n d r e  4 à 
-3 -1 4 , 5  kg D.C .O.  m . j , en  prévoyant un pourcentage d ' é l imina t ion  de Ia 

D.C.O.  de 90%. 

Lorsque l a  charge volumique à a t t e i n d r e  e s t  f i x é e ,  l e  temps de s é j o u r  

hydraul ique  dans l ' i n s t a l l a t i o n  es t  déterminé pa r  l a  concentra t ion  en 

D.C.O. de l ' e f f l u e n t  à t r a i t e r  ( f i g u r e  3 ) .  

Le procédé conventionnel e s t  un r é a c t e u r  monoétape brassé .  Il se  

d i s t ingue  p a r  l ' a b s e n c e  de moyen de r é t e n t i o n  bac té r i enne  e t  l e  temps 

de s é j o u r  des s o l i d e s  y e s t ,  en p r i n c i p e ,  éga l  au temps de  sé jour  

hydraulique.  Ce mode de méthanisat ion e s t  b ien  adapté  aux s u b s t r a t s  à 

f o r t e  t eneur  en mat ières  sèches ou r i c h e s  en r é s i d u s  s o l i d e s  i n e r t e s  

( fumiers ,  ordures  ménagères, dréches de b r a s s e r i e )  dans l a  mesure où l a  

f a i b l e  synthèse  de biomasse bactér ienne  e s t  compensée pa r  un temps de 

s é j c u r  t r é s  long. 

Les e f f l u e n t s  dl I . A . A .  s o n t  souvent  p lus  d i l u é s  e t  l e u r  t r a i t ement  p a r  

l e  procédé conventionnel ne permet pas d ' a t t e i n d r e  des charges 

volumiques s u f f i s a n t e s :  en e f f e t ,  l e  temgs de doublement a e  l a  

popula t ion  méthanigène f i x e  l a  l i m i t e  i n f é r i e u r e  du temps de sé jour  

hydraulique.  



Tableau 3. 

PERFORMANCES DE METHANlSATiON DES EAUX RESIOL'AIRES DE 

DISTILLERIES EN FONCTION DU TYPE DE PROCEDE UTILISE. (Bor ies-1982) 

( DCO de l ' e f f l u e n t :  20 g 02/L) 

t F i g u r e  4 .  
*,-* ' 

CHARGE MASS l QUE 
, g DCO/ g boues. J . 

PRODUCTIVITE EN 
BIOGAZ. L/L.J. 

CONTACT ANAEROB I E 

0,25 

1 à 1,5 

CHOIX GU PROCEDE CE METHAKISATION EN RELATION AVEC LES CARACTERISTIQUES 

DE L'EFFLUENT A TRAITER. (A ibagnac-Ver r ie r ,  19e3) 
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Les procédés de seconde généra t ion  o n t  é t é  i n t r o d u i t s  en vue du 

t r a i t e m e n t  de c e s  e f f l u e n t s  d i l u é s .  Dans c e s  r é a c t e u r s ,  la  r é t e n t i o n  

bactér ienne  e s t  f a v o r i s é e  e t  l e  temps de s é j o u r  des  s o l i d e s  e s t  

d i s s o c i é  du T.S.H.. C'est a l o r s  l ' e f f i c a c i t é  de l a  f i x a t i o n  e t  du 

piégeage de l a  biomasse bactér ienne  qui  détermine l e s  performances du 

d iges  teur , l a  charge vo1wniqu.e pouvant ê t r e  augmentée sans  dépassement 

de l a  charge massique maximale. L 'amél iora t ion  des performances de 

méthanisat ion p a r  l e s  procédés de seconde généra t ion  e s t  m i s  en 

évidence par  l e s  r é s u l t a t s  du t r a i t ement  anaérobie des eaux r é s i d u a i r e s  

de d i s t i l l e r i e s  (BORIES - 1981, 1982) ( t a b l e a u  3 ) .  

Ces procédés s e  c a r a c t é r i s e n t  par  l a  façon dont l a  r é t e n t i o n  

bactér ienne  e s t  r é a l i s é e .  Les noyens u t i l i s é s  s o n t :  (VAN DEN BERG - 
1983) - La décanta t ion  de la  biomase é l iminée  dans l ' e f f l u e n t  e t  son 

recyclage  dans l e  fermenteur : type c o n t a c t  anaérobie  ; - L e  maintien 

de l a  biomasse a c t i v e  dans l e  réac teur  par  formation d 'une  q u a l i t é  

p a r t i c u l i è r e  de boues g r a n u l a i r e s  : type lit de  boue (ou U.A.S.B.: 

upflow anaerobic s ludge b lanke t )  ; - La f i x a t i o n  des b a c t é r i e s  s u r  un 

suppor t  r i g i a e ,  o r i e n t é  ou en vrac.  Lorsque l e  r é a c t e u r  fonctionne en 

f l u x  ascendant ,  l a  f i x a t i o n  es t  assoc iée  à l a  formation d'un lit de 

boue : f i l t re  anaérobie.  En fonctionnement en f l u x  descendant,  s e u l e  l a  

f i x a t i o n  e s t  p r i v i l é g i é e :  r é a c t e u r  à f i l m  fixé ; - L a  formation d 'un  

f i l m  bac té r i en  sur un suppor t  de f a i b l e  granulométrie  m i s  en suspension 

par  un recyclage  i n t e n s e  du mi l ieu  : lit expansé ou lit f l u i d i s é .  

Les e f f l u e n t s  ag ro - indus t r i e l s  p résen ten t  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  t r è s  

v a r i a b l e s  : concentra t ion  en D .  C.  O.  , n a t u r e  des mat ières  organiques, 

taux de mat ières  en suspension,  e t  pour un s u b s t r a t  donné, l e s  procédés 

ne s o n t  pas tous  in terchangeables  e t  eri p a r t i c u l i e r  un f o r t  taux de 

M.E.S. i n e r t e s  l i m i t e  l ' emplo i  des  r é a c t e u r s  f i l t r e s i  (colmatage du 

s u p p o r t ) .  La d i f f i c u l t é  r é s i d e  dans l e  choix du procédé l e  mieux adapté  

aux c a r a c t é r i s t i q u e s  de l ' e f f l u e n t .  

Les correspondances subs t ra t s -p rocédés  proposées,  pour l e s  d i g e s t e u r s  

monoétapes, son t  p résen tées  sur l a  f i g u r e  4. Dans l a  p ra t ique  e t  pour 

un même procédé, les  performances obtenues s o n t  t r è s  va r i ab les .  La 

q u a l i t é  de l ' e f f l u e n t  e s t  en cause mais également c e r t a i n s  choix 

technologiques t e l s  que l e  taux de r e c i r c u l a t i o n ,  l e  type de suppor t ,  

e t c . . ( t a b l e a u  4 ) .  Des quelques exemples r e p o r t é s  s u r  CS tab leau,  il 
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r e s s o r t  que l e s  e s s a i s  thermophiles à 55Oc en r é a c t e u r s  à biomasse 

piégée ne p résen ten t  pas d ' i n t é r ê t ,  t a n t  pour l a  p r o d u c t i v i t é  en 

méthane que pour l ' é q u i l i b r e  de l a  fermentat ion.  

Le f i l t r e  anaérobie a p p a r a î t  b ien  adapté  à l a  méthanisat ion d 'une  l a r g e  

gamme d ' e f f l u e n t s  dont  l a  p o l l u t i o n  e s t  principalement so lub le .  

Les déchets  s o l i d e s  ou t r è s  r i c h e s  en mat ières  en suspension ne s o n t  

pas méthanisables directement pa r  ce type  de procédé. 

Les déchets  s o l i d e s  végétaux générés pa r  1 ' a g r i c u l t u r e  e t  1 ' agro- 

i n d u s t r i e  c o n s t i t u e n t  un gisement de biomasse important.  

Alors que l e  t r a i t e m e n t  des e f f l u e n t s  d'I.A.A. par  méthanisat ion 

a s s o c i e  l e s  a s p e c t s  épura t ion  (diminution des taxes  de p o l l u t i o n )  e t  

économie d ' énerg ie ,  1 ' u t i l i s a t i o n  des déchets  s o l i d e s  d o i t  prouver s a  

r e n t a b i l i t é  économique pa r  l a  s e u l e  va leur  des  p r o d u i t s  du t r a i t e m e n t  : 

en premier l i e u  l e  biogaz e t  dans une moindre mesure, l e s  boues 

v a l o r i s a b l e s  en t a n t  que f e r t i l i s a n t  organique. De p l u s ,  une p a r t i e  de 

c e t t e  biomasse e s t  dé jà  v a l o r i s é e  par  compostage ou en a l iments  du 

b é t a i l .  Le détournement de c e s  u t i l i s a t i o n s  v e r s  l a  production de  

Oiogaz suppose que l a  r e n t a b i l i t é  de l ' o p é r a t i o n  s o i t  démontrée. 

Ces déchets  végétaux son t  regroupés p a r  l e u r  s t r u c t u r e  physique e t  l e u r  

c o n s t i t u t i o n  biochimique principalement g lucid ique .  Ils s e  d i s t i n g u e n t  

cependant pa r  une polymérisat ion t r è s  v a r i a b l e  de c e t t e  de rn iè re  

f r a c t i o n .  

2 - Conditions e t  c i n é t i q u e s  d 'hydrolyse des polymères g lucid iques  

Ces polymères s o n t  des homopolyosides: amidon, c e l l ~ ~ o s e ,  pec t ine  e t  

des hé téropolyos ides :  hemicellulose.  Le terme d 'hémicel lu lose  désigne 

un mélange hétérogène de polymères très v a r i é s  (WEIL - 1979). 

Dans les f i b r e s  végé ta les ,  l a  c e l l u l o s e  e t  les hémicelluloses s o n t  

souvent a s soc iées  à un polymère aromatique complexe, l a  l i g n i n e .  

Il e s t  admis que, sans  t r a i t e m e n t  chimique ou de dépolymérisat icn 

p r é a l a b l e ,  l a  l i g n i n e  n ' e s t  p a s  a c c e s s i b l e  aux enzymes des  

microorganismes anaérobies (THAUER - 1984). De p lus ,  l a  l i g n i n e ,  

é t ro i t ement  a s soc iée  à l a  c e l l u l o s e  ( " l ignoce l lu lose" )  en  limite les  

p o s s i b i l i t é s  d 'hydrolyse  enzymatique (ZEIKUS - 1980). 
L'amidon, polyoside de ré se rve  g luc id ique  des  végétaux, n ' e s t  p a s  

a s s o c i é  à l a  f r a c t i o ~  l ignoce l lu los ique  e t  e s t  fac i lement  hydrolysé par  

l e s  amylases bactér iennes .  



a - Biologie des  b a c t é r i e s  hydrolyt iques  e t  f r rmen ta t ives .  

Les t ravaux s u r  i a  s é l e c t i o n  de souches c e l l u l o l y t i q u e s  e t  

h e n i c e l l u l o l y t i q u e s  mettent  en évidence deux zones de température dans 

l e s q u e l l e s  l ' a c t i v i t é  hydrolyt ique  e s t  optimale: 30-35Oc (mésophile) e t  

60-65Oc ( thermophi le) .  

Les pH optima de Clostr idium sp.MC4, c e l l u l o l y t i q u e  mésophile, e t  de 

Clostr idium thermocellum TC11, c e l l u l o l y t i q u e  thermophile,  s o n t  

respectivement de 6 , 4  e t  7 , 2  (LE RUYET - 1984). 

Le temps de doublement de C. thermocellum c u l t i v é  à 65Oc sur c e l l u l o s e  

e s t  v o i s i n  de 10 heures a l o r s  q u ' i l  est de 2 heures  sur c e l l o b i o s e  

(ZERTUCHE - 1982) : l a  c ro issance  des c e l l u l o l y t i q u e s  e s t  l i m i t é e  par  

l ' é t a p e  enzymatique de dépolymèrisatfon du s u b s t r a t .  

b - Inf luence  des  paramètres de c u l t u r e  s u r  l a  v i t e s s e  d 'hydrolyse .  

Or ien ta t ion  de l a  fermentat ion p a r  t r a n s f e r t s  f a c u l t a t i f s  

d'hydrogène. 

En c u l t u r e  pure ,  l ' a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i q u e  des hydrolyt iques  

thermophiles e s t  p l u s i e u r s  f o i s  supér i eu re  à l ' a c t i v i t é  des mésophiles. 

Ces r é s u l t a t s  s o n t  confirmés p a r  des  expérimentat ions en réacteur de 

méthanisat ion : bien que n ' é t a n t  pas à l a  température optimale de 

c e l l u l o l y s e ,  l a  v i t e s s e  de dégradat ion  de l a  c e l l u l o s e  en d iges teur  

thermophile à 55Oc e s t  deux f o i s  p lus  r a p i d e  qu'en mésophile à 35Oc 

(PETROFF - 1983). 

* In f luence  du pH. 

L ' u t i l i s a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  par  thermocellum TC11 est  m u l t i p l i é e  

par  un f a c t e u r  4 p a r  r é g u l a t i o n  du pH à 7,4. A pH non régu lé ,  l e  mi l ieu  

s ' a c i d i f i e  e t  il y a i n h i b i t i o n  de l a  cro issance  bactér ienne  e t  de l a  

synthèse de c e l l u l a s e s .  

* Inf luence  de l a  p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène. 

Les souches bactér iennes  qu i  ne possèdent  pas l ' a p t i t u d e  à r égénére r  

l e s  coenzymes r é d u i t s  par  exc ré t ion  d'hydrogène ne s o n t  pas inf luencées  

par  l a  PH Ce s o n t  principalement les b a c t é r i e s  homo ou 
2 ' 

hé té ro lac  t i q u e s .  

Par c o n t r e ,  l ' a c t i v i t é  f e rmenta i re  des  souches possédant une 

hydrogénase e s t  s e n s i b l e  à l a  PH Lorsque l 'hydrogène e s t  u t i l i s é  pa r  
2 ' 

une souche nydrogénophile, l a  p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène devient  



suff i sament  f a i b l e  pour que l e s  pyr id ines  nucléot ides  r é d u i t e s  pu i s sen t  1 
l 

é t r e  régénérées  pa r  t r a n s f e r t  des  é l e c t r o n s  s u r  l a  fer redoxine  p a r  1 
1 ' in te rmédia i re  de l a  NADH-ferredoxine oxydoréductase p u i s  exc ré t ion  

d'hydrogène p a r  a c t i o n  d ' m e  hydrogènase ( t r a n s f e r t  d'hydrogène 

i n t e r s p é c i f i q u e ) .  Les vo ies  métaboliques sont  déplacées vers  l a  

production d ' a c é t a t e  avec un mei l l eu r  rendement énergét ique  e t  

l ' a c t i v i t é  hydrolyt ique e s t  f a v o r i s é e  (ZEIKUS - 1982).  

Ains i ,  Thermoanaerobium brock i i  e s t  une b a c t é r i e  hydrolyt ique 

thermophile qu i  fermente, à 65Oc e t  pH 7 , 0 ,  l e  glucose en é thano l ,  

l a c t a t e ,  a c é t a t e  e t  hydrogène. La fermentat ion du glucose pa r  

T.  b rock i i  e s t  to ta lement  inhibée  p a r  une PH de 1 atmosphère, mais en - 2 
présence de Methanobacterium thermoautotrophicum l e  glucose e s t  dégradé 

en a c é t a t e  e t  méthane de réduct ion  (BEN BASSAT - 1981). En présence de 

l a  méthanogène hydrogènophile, T. b r o c k i i  oxyde l ' é t h a n o l  en a c é t a t e  

avec production de méthane de réduct ion .  La voie  métabolique conduisant  

à l a  formation d 'é thanol  fonctionne a l o r s  en sens  r e v e r s e  

(ZEIKUS - 1982). 
De même l ' a s s o c i a t i o n  de Clostr idium thermocellum e t  de 

M. thermoautotrophicum dégrade l a  c e l l u l o s e  principalement en a c é t a t e  - 
e t  méthane de réduct ion ,  a l o r s  qu 'en c u l t u r e  pure ,  C. thermocellum 

fermente l a  c e l l u l o s e  en é t h a n o l ,  l a c t a t e ,  a c é t a t e  e t  hydrogène 

(LE RUYET - 1984).  

En conclusion,  l a  v i t e s s e  de dépolymérisation des  polyos ides  végétaux 

e s t  augmentée si les cond i t ions  du mi l i eu  correspondent aux condi t ions  

opt imales  de c ro i s sance  des  b a c t é r i e s  hydrolyt iques e t  lorsque  l e s  

p rodu i t s  de fermenta t ion ,  en p a r t i c u l i e r  l 'hydrogène,  s o n t  é l iminés  du 

mi l ieu .  

Cependant, l e s  v i t e s s e s  d ' hydrolyse obtenues s u r  s u b s t r a t s  purs  

( c e l l u l o s e  pap ie r  f i l t r e  par  exemple ) ne sont  pas ex t rapo lab les  

directement aux s u b s t r a t s  végétaux dont  l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i c n s  

g lucid iques  ne  p résen ten t  pas l a  même a c c e s s i b i l i t é  aux hydrolases  

bactér iennes .  



3 - Pr inc ipes  de l a  sépa ra t ipn  d e s  phases 
* 

Les d i f f é r e n t s  procédés de méthanisat ion d é c r i t s  précédement s o n t  de 

type monoétape: l e s  d i f f é r e n t e s  é t apes  de l a  d iges t ion  anaérobie de l a  

matière organique s ' y  dé rou len t  dans l e s  mêmes cond i t ions  

physicochimiques. 

Cependant, à chaque é tape  du processus de méthanogenèse correspondent  

des cond i t ions  optimales p r é c i s e s  de c u l t u r e  (pH, température,  temps de 

s é j o u r ) .  Ce t t e  cons idé ra t ion  a condui t  quelques au teurs  à i n t r o d u i r e  l e  

concept de sépara t ion  des phases dans l e  but  d ' o p t i m i s e r  séparément l e s  

paramètres de c u l t u r e  de chaque é tape .  Le maintien de chaque populat ion 

acidogène e t  méthanogène dans son environnement optimal  deva i t  

permet t re  d ' a c c é l é r e r  l a  méthanogenèse, en a s s u r a n t  un mei l leur  

é q u i l i b r e  des  fermenta t ions  ( con t rô le  de l ' a c i d i t é  v o l a t i l e ) ,  t o u t  en 

r é d u i s a n t  l e  volume t o t a l  d ' i n s t a l l a t i o n  (GHOSH - 1975). 

La sépara t ion  des phases a d 'abord é t é  t en tée  pa r  d ia lyse  ou add i t ion  

d ' i n h i b i t e u r s  spéc i f iques .  l ' o b s e r v a t i o n  des c i n é t i q u e s  trés 

d i f f é r e n t e s  des  phases d 'acidogenèse e t  de méthanogenèse a c é t o c l a s t e  a 

rapidement conduit  l e s  a u t e u r s  à envisager  l a  s é p a r a t i o n  des  phases pa r  

ajustement des taux de d i l u t i o n  s u r  l e s  deux fermenteurs (GHOSH - 1975, 

GHOSH - 1978, MASSEY - 1978).  I l  s u f f i t  que l e  temps de s é j o u r  dans l e  

d iges teur  d'acidogenèse s o i t  i n f é r i e u r  au temps de doublement des 

b a c t é r i e s  a c é t o c l a s t e s .  

Dans l ' o p t i q u e  d 'op t imise r  l e s  procédés en deux é t a p e s ,  de nombreux 

t ravaux o n t  p o r t é  sur les cond i t ions  d 'ob ten t ion  des  p rodu i t s  

d 'acidogenèse l e s  p lus  i n t e r r e s s a n t s  pour l a  phase u l t é r i e u r e  de 

méthanogenèse (COUPLET - 1979, JOERGENSEN - 1979, COHEN - 1979, DE LA 

TORRE - 1981, PIPYN - 1981, ZOETEMEYER - 1982). 

Mais l ' avan tage  biologique avancé pour j u s t i f i e r  l ' i n t é r é t  de i a  

méthanisat ion en deux é tapes  a é t é  remis e c  ques t ion  à t r a v e r s  les  

t ravaux r é c e n t s  s u r  l e s  synt rophies  bactér iennes  e t  l e s  t r a n f e r t s  

d'hydrogène en p a r t i c u l i e r  (BRYANT - 1977, SAMAIN - 1982). 

De p l u s ,  l ' é v o l u t i o n  technologique des  procédés à biomasse f i x é e  a 

permis d'augmenter l a  p r o d u c t i v i t é  des  r é a c t e u r s  monoétapes. 

L e s  a u t e u r s  s ' accorden t  pour r e c o n n a i t r e  à l a  méthanisat ion en deux 

é tapes  un i n t é r é t  pour l e  c o n t r a l e  de l a  fermentat ion,  en p a r t i c u l i e r  

lorsque  l a  charge organique de l ' e f f l u e n t  est é levée  (BORIES - 1980). 



Cependant, lorsque  l e s  e f f l u e n t s  à t r a i t e r  s o n t  compatibles avec une 

méthanisat ion d i r e c t e  en r é a c t e u r  de seconde généra t ion ,  l ' a v a n t a g e  de 

l a  sépa ra t ion  des phases n ' e s t  pas démontré compte-tenu de  l a  

complexité accrue  de l ' i n s t a l l a t i o n  (COHEN - 1983, VAN DEN BERG - 1983, 

LETTINGA - 1983). 

4 - Applicat ion à l a  méthanisat ion des r é s i d u s  s o l i d e s .  

a - Prél iminai re .  

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  physiques des  s u b s t r a t s  s o l i d e s  ou t r è s  chargés en 

mat ières  en suspension f o n t  que l e u r  méthanisat ion en une s e u l e  é t ape  

ne peut  ê t r e  r é a l i s é e  qu 'en  r é a c t e u r  de type b r a s s é  conventionnel.  A 

p a r t i r  de déchets  s o l i d e s  ayant  une t eneur  é levée  en composés 

fac i lement  hydrolysables (déche t s  de f r u i t s  e t  légumes, pulpes de 

b e t t e r a v e s )  l a  p roduc t iv i t é  en méthane du procédé e s t  l i m i t é e  par  l a  

f a i b l e  synthèse de biomasse méthanigène dans l e  d iges teur .  La 

diminution du temps de s é j o u r  hydraulique e t  l 'augmentat ion de l a  

charge volumique s o n t  respectivement l i m i t é e s  p a r  l e  temps de 

doublement des  b a c t é r i e s  a c é t o c l a s t e s  e t  par  l e u r  a c t i v i t é  spéc i f ique  

d ' a s s i m i l a t i o n  de l ' a c é t a t e  formé ( K H A N  - 1983). 

L a  sépa ra t ion  des phases peut  ê t r e  un moyen de g é n é r z l i s e r  l ' emplo i  des 

procédés à biomasse f i x é e  à des  s u b s t r a t s  s o l i d e s  fac i lement  

fermentesc ib les  dont  l ' é t a p e  de l i q u é f a c t i o n  n ' e s t  pas l i m i t a n t e  pa r  

r a p p o r t  à l ' é t a p e  de méthanogenèse a c é t o c l a s t e .  

La j u s t i f i c a t i o n  du procédé en deux é t a p e s ,  dans l e  cas des  déchets  

s o l i d e s  e s t  e s sen t i e l l ement  d ' o r d r e  technologique. 

L e  procédé c o n s i s t e  en une é tape  de liquéfaction-acidogenèse ( L-A) 

s u i v i e  p a r  une é tape  de méthanogenèse. La s p é c i a l i s a t i o n  des  deux 

r é a c t e u r s  e s t  obtenue par  c o n t r ô l e  c i n é t i q u e  (ajustement des T . S . H . )  e t  

pa r  l e  choix des  paramètres de c u l t u r e  qu i  empêchent l e  développement 

des  b a c t é r i e s  a c é t o c l a s t e s  dans l a  première é t ape  e t  y opt imisent  l a  

l i q u é f a c t i o n .  En p a r t i c u l i e r ,  l e s  deux phases peuvent ê t r e  condui tes  5 

des  températures d i f fé ren tes .  

Par con t re ,  l a  sépa ra t ion  au sens  s t r i c t  de l a  production de méthane 

n ' e s t  pas une f i n a l i t é  de c e  type de procédé. En e f f e t ,  l e  

développement d ' une popula t ion  méthanogène hyàrogénophil e daris 1 ' 6 tape  
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8 F i g u r e  5 .  

LiQUEFACT13N 
DISCONTINUE METHANISATION DES 

RESIDUS SOLIDES AVEC 
SEPARATION DES PHASES. 

LIQUEFACTION - ACIDOGENESE METHANOGENESE ( Cohen-1983 

LILLE @ 
REACTEUR F l LTRE 

LIQUEFACTION RESiDU NON DIGESTIBLE 
EN CONTINU 

EFFLUENT 

D I GEÇTEUR DEUX PHASES 
U T I L I S E  POUR LA METHANISATION 
EN CONTINU DE LA CELLULOSE. 

( Khan-1983 1 

F i q u r e  7 .  



de l i q u é f a c t i o n  f a v o r i s e  l a  production d ' a c é t a t e  au détr iment  de 

composds p lus  r é d u i t s ,  dont  l a  méthanogenèse e s t  p lus  l e n t e  (propionate  

en p a r t i c u l i e r ) .  

b - Procédés deux phases. 

La valeur  a j o u t é e  de l a  méthanisat ion des  r e j e t s  s o l i d e s  es t  r é d u i t e ,  

l e  procédé d o i t  donc a l l i e r  l a  maximisation de l a  p roduc t iv i t é  en 

méthane avec un f a i b l e  co0t  d ' i n s t a l l a t i o n .  

La méthanogenèse du s u b s t r a t  l i q u é f i é  e t  débarrassé  des mat ières  en 

suspension ne pose pas  de d i f f i c u l t é s  compte t enu  de l ' a c q u i s  dans l e  

t r a i t ement  des e f f l u e n t s  l iqu ides .  

* Etape de l i q u é f  action-acidogenèse. 

L'hydrolyse e s t  optimale dans des  condi t ions  de pH e t  de température 

qu i  o n t  é t é  exposées p l u s  haut .  Dans les  r é a l i s a t i o n s  p i l o t e s  ou semi- 

i n d u s t r i e l l e s  d é c r i t e s  c e s  paramètres s o n t  souvent  mal con t rô lés .  

L ' é t ape  de l i q u é f a c t i o n ,  dans l e  procédé proposé par  RIJKEMS (19821, 

est  r é a l i s é e  en  d i scon t inu  : l e  r é a c t e u r  e s t  chargé en une f o i s  

(déchets  de maraichage) e t  l e s  jus  d 'acidogenèse son t  e n t r a i n é s  pa r  

recyclage  de l ' e f f l u e n t  du r é a c t e u r  de méthanisat ion ( f i g u r e  5) .  Le 

système e s t  s imple ,  non a g i t é  mais présen te  p l u s i e u r s  i n c o n v k i e n t s .  La 

production des  composés fermenta i res  es t  t r è s  i r r é g u l i è r e  e t  

f inalement,  l a  méthanogenèse a c é t o c l a s t e  s ' i n s t a l l e  dans c e  r é a c t e u r ,  

mal conçu pour l a  c o l l e c t e  des  gaz. Le pH n ' e s t  pas  c o n t r a l é :  l a  

l i q u é f a c t i o n  en batch de déchets  de tomates est  r a l e n t i e  pa r  l a  chu te  

du pH vers  3 ,5  (KOSTER - 1984).  L'hydrolyse des  polymères g luc id iques  

est  inhibée.  

La l i q u é f a c t i o n ,  avec charge en cont inu  e t  brassage du r é a c t e u r  L-A a 

é t é  expérimentée s u r  pulpes de be t t e raves  (COHEN - 1983, LESCURE - 
1984) ( f i g u r e  6 ) .  

Le passage au mode cont inu  permet d ' adap te r  une populat ion hydrolyt ique  

e t  fermenta t ive  s t a b l e .  Le pH du r é a c t e u r  L-A est tamponné par  

recyclage de l ' e f f l u e n t  méthanisé, mais, sans  a d d i t i o n  d ' a g e n t  

n e u t r a l i s a n t ,  l e  pH ne peut  é t r e  r e l e v é  eu d e l a  de 5,5 en L-A. 

L'avantage de  l a  l i q u é f a c t i o n  en cont inu  e s t  également l a  production 

d ' u n  s p e c t r e  de composés fermenta i res  s t a b l e s  au  cours du temps, ce qu i  

permet l ' a d a p t a t i o n  du réacteuï de méthanisat ion à un s u b s t r a t  de 

composition cons t a n t e .  



* R é s u l t a t s  de méthanisat ion avec sépara t ion  des phases.  

L 'amél iora t ion  des performances de méthanisat ion des  s u b s t r a t s  

i n s o l u b l e s  par  un procédé en deux phases e s t  m i s  en évidence par  l e s  

r é s u l t a t s  s u i v a n t s ,  obtenus en r é a c t e u r s  p i l o t e s  mésophiles. 

Dans un fermenteur deux phases monocuve ( f i g u r e  71, KHAN (1983) o b t i e n t  

à p a r t i r  de c e l l u l o s e  une p roduc t iv i t é  en méthane de 2 l / l . j . ,  pour un 

temps de s é j o u r  de 6 jours .  Le p i l o t e  dégrade 4 , 8  g de c e l l u l o s e / l . j .  

Les performances r e s p e c t i v e s  en r é a c t e u r  mélangé son t :  0 ,25  

l .mé thane / l . j . ,  T.S.H. de 28 j o u r s ,  0 , 7  g de c e l l u l o s e  dégradée / l . j .  

Malgré l ' avan tage  n e t  du procédé u t i l i s é ,  ce lu i -c i  a p p a r a î t  

d i f f i c i l e m e n t  app l i cab le  aux s u b s t r a t s  végétaux du f a i t  de 

l ' i m p o s s i b i l i t é  d ' é l i m i n e r  l e s  f i b r e s  non d i g e s t i b l e s  avan t  l e  passage 

s u r  l a  p a r t i e  f i l t r e .  

P a r  l e  procédé conventionnel ,  l a  p r o d u c t i v i t é  en méthane à p a r t i r  de 

boues organiques complexes e s t  de 0 , 5  l / l . j . ,  l e  pourcentage de 

réduc t ion  des mat ières  v o l a t i l e s  e s t  de 24% pour un T.S.H. de 13 jours .  

(GHOSH - 1983).  Le même s u b s t r a t ,  méthanisé par  un procédé comportant 

deux r é a c t e u r s  à lit de boue en s é r i e ,  condui t  aux performances 

su ivan tes  : p r o d u c t i v i t é  en méthane de 2 , 8  l / l . j . ,  l e  pourcentage de 

réduc t ion  des mat ières  v o l a t i l e s  s ' é l è v e  à 61% pour des  temps de s é j o u r  

de 1 , 2  j. dans l e  r é a c t e u r  de l i q u é f a c t i o n  e t  de 4 , 4  j. dans l e  

r é a c t e u r  de méthanogenèse. Le pourcentage de méthane dans l e  gaz du 

r é a c t e u r  de l i q u é f a c t i o n  est de 34% mais c e t t e  production ne rep résen te  

que 1 à 2% du méthane t o t a l  p rodu i t .  En phase d 'acidogenèse,  l e  pH e s t  

maintenu à 6,O par  l e  pouvoir tampon du s u b s t r a t  u t i l i s é .  

Conclusion : Bien que l a  sépa ra t ion  des  phases ne s e  j u s t i f i e  pas  d 'un 

p o i n t  de vue b io logique ,  par  l a  suppression de r e l a t i o n s  

i n t e r s p é c i f i q u e s  f avorab les  au processus g l o b a l ,  dans l e  c a s  des  

déchets  s o l i d e s  non ou peu l i g n i f i é s ,  l e  procédé en deux é tapes  

p o u r r a i t  ê t r e  un moyen d ' amél io re r  l a  p r o d u c t i v i t é  de l ' i n s t a l l a t i o n  de 

méthani s a t i o n  en amél iorant  1 ' é tape  l i m i  t a n t e  d '  a c é t o c l a s t i e .  Dans ce 

schéma, l a  production des  s u b s t r a t s  de l a  méthanogenése d o i t  ê t r e  

optimisée par  une condui te  appropriée de l ' é t a p e  de l i q u é f a c t i o n .  



Pour c e l a ,  c e r t a i n s  p o i n t s  r e s t e n t  à p r é c i s e r  : ce s o n t  l ' i n f l u e n c e  du 

c o n t r ô l e  de pH s u r  l ' é t a p e  de l i q u é f a c t i o n  de s u b s t r a t s  à f a i b l e  

pouvoir tampon e t  l ' e f f e t  de l a  température s u r  l a  c i n é t i q u e  

d 'hydrolyse  des polymères végétaux. 



III - METHANISATION DES LIPIDES. 

P lus ieu r s  au teurs  o n t  montré l ' u t i l i s a t i o n  des  acy lg lycé ro l s  s o i t  p a r  

une popula t ion  mixte anaérobie (HEUKELEKIAN - 1958) s o i t  p a r  des 

b a c t é r i e s  du rumen (HOBSON - 1960).  

L 'hydrolyse des  g l y c é r i d e s  en a c i d e s  g r a s  e t  g lycé ro l  e s t  r é a l i s é e  pa r  

des l i p a s e s  e x o c e l l u l a i r e s .  De nombreuses b a c t é r i e s  anaérobies 

f a c u l t a t i v e s  ou anaérobies  s t r i c t e s  p résen ten t  une a c t i v i t é  l i p o l y t i q u e  

: Bac i l lus  l i chen i fo rmis ,  Clostr idium sgorogenes (BACQUES - 1983). 

Anaerovibrio l i p o l y t i c a  r e s t e  cependant une des  r a r e s  b a c t é r i e s  

anaérobies dont l ' a c t i v i t é  l i p o l y t i q u e  a i t  é t é  é tud iée  de façon p l u s  

p r é c i s e  (HENDERSON - 1971). L ' a c t i v i t é  du surnageant  de c u l t u r e  de 

A.  l i p o l y t i c a  e s t  m i s  en évidence dès l e  début de l a  phase - 
exponen t i e l l e  de cro issance .  S i  l e  pH n ' e s t  pas c o n t r ô l é ,  l ' a c  t i v i k e  

l i p o l y t i q u e  d i s p a r a î t  rapidement dès que l e  pH e s t  i n f é r i e u r  à 6,3. La 

l i p a s e  p u r i f i é e  hydrolyse l e s  d i f f é r e n t s  acy lg lycé ro l s  ( d i  ou 

t r i g l y c é r i d e s )  dont  l e s  a c i d e s  g r a s  possèdent p lus  de 12 carbones. Le 

pH optimum d ' a c t i v i t é  de la  l i p a s e  e s t  de 7,4. 

Le g l y c é r o l  provenant de l a  l i p o l y s e  e s t  fermenté pa r  l e s  b a c t é r i e s  

l i p o l y t i q u e s :  ap rès  phosphorylat ion il r e j o i n t  l a  voie  dlEmbden - 
Meyerhoff au niveau de l a  dihydroxy acétone phosphate. 

Lorsque l e s  ac ides  g r a s  son t  l i b é r é s  dans l e  rumen, i ls  s o n t  absorbés 

par  l e  t r a c t u s  d i g e s t i f  de l ' an imal .  Dans l e s  écosystèmes méthanogènes 1 
i l s  son t  dégradés par  une vo ie  d 'acétogenèse couplée à l a  production 

obl igée  d ' hydrogène . 

1 - Rappels sur l e s  r é a c t i o n s  d 'acétogenèse avec production 

o b l i s é e  d 'hydrogène. 

L e s  premiers a u t e u r s  pensa ien t  que l a  dégradation des  p r o d u i t s  de 

fermentat ion en a c é t a t e  e t  mSthane pouvai t  ê t r e  r é a l i s é e  par des 

b a c t é r i e s  méthanogènes p a r t i c u l i è r e s .  C ' e s t  l e  cas  de Methanobacillus 

omelianski ,  un i s o l a t  anaérobie d é c r i t  p a r  BARKZR en 19% e t  u t i l i s a n t  

1 '  é thanol  pour former a c é t a t e  e t  méthane. 

I l  a é t é  montré depuis  que l a  gamme de s u b s t r a t s  des  b a c t é r i e s  

méthanogènes e s t  t r è s  r e s t r e i n t e  : a c é t a t e ,  H + CO2, formate,  2 



THERMODYNAMIQUE O'ACETOGENESE OXYDATIVE DE QUELQUES COMPOSES 

ORGANIQUES - V a r i a t i o n s  dsenergfeç l i b r e s  s tandards  à pH 7,0. 

Tableau 5 .  ( Thauer - 1977 1 

ACIDE LACTIQUE. 

ETHANOL . 
s o i t  : AG0 ' =  -2 , l  KJ/mole H2 

1 
I 

ACIDE FROPIONIQUE. 

~ H ~ ~ i l ~ C 0 0 -  + 3 H20 b C H ~ C O O -  + HCO; + H' + -  3 Hz AG0'= +75,1 K J / r é a c t i o n  

s o i t :  AG0 '=  +25,37 KJ/mole HZ 

ACIDE BUTYRIQUE. 

ACIDE PALMITIQUE, 

s o i t :  &Go'= +24.05 KJ/mole HZ 

CH3( CH, 1 ~ ~ ~ 0 0 -  + 14 E20 h - 8  C H ~ C O O '  + 7 Hi + 14 Hz AG0 ' =  +392.5 KJ / réac t i on .  - 



méthanol. L'équipe de BRYANT a montré que M. omelianski é t a i t  en f a i t  

l ' a s s o c i a t i o n  syntrophe d 'un organisme "S" oxydant l ' é t h a n o l  en a c é t a t e  

e t  d 'une  méthanogène Methanobactérium b r y a n t i i  qui u t i l i s e  l e s  

é l e c t r o n s  pa r  production da méthane a e  réduct ion (REDDY - 1972).  

a - Considérat ions thermodynamiques 

La c a r a c t é r i s t i q u e  p r i n c i p a l e  des r é a c t i o n s  d 'acétogenèse avec 

production obl igée  d'hydrogène e s t  d ' o r d r e  thermodynamique : c e s  

r é a c t i o n s  peuvent se coupler  à l a  synthèse  dfATP seuiement lorsque 

l 'hydrogène p rodu i t  e s t  é l iminé  eff icacement du mi l ieu  (PH2 vois ine  de 

10-~ atm. ) .  Biologiquement c e t t e  condi t ion  e s t  obtenue p a r  l a  cocu l tu re  

en prksence d 'une  u t i l i s a t r i c e  d'hydrogène, méthanogène en absence de 

s u l f a t e ,  ou s u l f a t o r é d u c t r i c e .  

a-1 Ei;ergie d e s  réac t ions  d 'acétogenèse  

Les thermodynamiques d 'oxydation des composés organiques fermenta i res  

en a c é t a t e  e t  hydrogène s o n t  t r è s  défavorables dans l e s  condi t ions  

normales comme l e  montrent l e s  v a r i a t i o n s  d ' énerg ie  l i b r e  s tandard ,  à 

pH 7 , 0 ,  des  r é a c t i o n s  correspondantes ( t a b l e a u  5 )  . 
En prenant  l 'exemple de l ' a c i d e  palmit ique,  s i  l ' o n  f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  

concentra t ions  d e s  r é a c t a n t s  e t  des  p rodu i t s  de l a  r é a c t i o n  

d'acétogenèse, l a  v a r i a t i o n  d ' é n e r g i e  l i b r e  de l a  r é a c t i o n  devient  : 

l ( c ~ ~ c o 0 - 1 ~  PH? 1 4  
AG' =AG0 + RT L n  

( C i l j -  CH2 14-~00- )  

s o i t  pour T = 25Oc = 298OK ; pH 7,O ; R = 8,34 J./mole.OC. 

AG' = 392,52 + 45,7 Log ( a c é t a t e )  + 79,97 Log PH2 - 5 , 7  Log(pa1m). 

AG' en kJ par  r é a c t i o n  ( c a l c u l s  à p a r t i r  des données de THAUER-1977). 

La v a r i a t i o n  d ' é n e r g i e  l i b r e  de l a  r é a c t i o n  d 'acétogenèse de l ' a c i d e  

palmit ique en fonct ion de l a  PH e s t  r epor tée  s u r  l a  f i g u r e  8 e t  e l l e  y 
2 

e s t  comparée aux v a r i a t i o n s  d ' é n e r g i e s  l i b r e s  des r é s c t i o n s  

d 'acétogenèse à p a r t i r  du propionate ,  du butyra te  e t  de l ' é t h a n o l  

( M C  INERNEY - 1980).  

L a  v a r i a t i o n  d ' énerg ie  l i b r e  s tandard  d e  l a  r e a c t i o n  de synthèse de 

l ' adénos ine  t r iphosphate  à p a r t i r  de l ' sdénos ine  monophosphate e s t  

AGo' = 41,67 kJ/mole (AMP + ppi +ATP + H20). 
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Figi~re 8 : Influence de la pression partielle d'hydrogéne AG' Kea1 -- Figure 9 ; Influence des concentrations des 
sur la variation d'énergie libre des réactions de'dégradation réactants et des produits lors de la degradation 
de l'etnanal, du propionate, du butyrate et du palmitate et de l'acide palmitique.(PH:7,0; 25Oc) 
de formation de méthane de réduction. 



Le couplage des  r e a c t i o n s  d lacétogenèse  avec l a  synthèse d'ATP pour l e s  1 
besoins énergét iques  b a c t é r i e n s  n ' e s t  poss ib le  q u ' à  p ress ion  p a r t i e l l e  I 

l 

d 'hydrogène t r è s  f a i b l e  ( f i g u r e  8 ) . 
1 

La f i g w e  9 p résen te  les  in f luences  r e s p e c t i v e s  des  concentra t ions  en - 

-5 
a c é t a t e  e t  en palmi ta te  (pour PH2 = 1 0 - ~  atm e t  PH2 = 10 atm) s u r  l a  

v a r i a t i o n  d ' é n e r g i e  l i b r e  de l a  r é a c t i o n  d 'acétogenèse de l ' a c i d e  

a-2 Energie des r é a c t i o n s  de réduct ion  de protons 

En anaérobiose e t  en absence de n i t r a t e ,  l e s  é l e c t r o n s  s o n t  u t i l i s é s  

pour r é d u i r e  l e  CO s o i t  en méthane, s o i t  en a c é t a t e  DU,  en présence de 
2 

s u l f a t e  pour produire du s u l f u r e .  

* Méthanogenèse avec réduc t ion  du CO 
2 

4 H~ + HCO; + H+  CH^ + 3  ~~0  AGb = - 135,6 k J / r é a c t i o n  

soi-kAGot= - 33,9 kJ/mole HZ 

* Sulfa toréduct ion  : 

s o i t A G o l =  - 38,O kJ/mole H2 
* Homoacétogenèse : r éduc t ion  du b icarbonate  en a c é t a t e  

4 Hz + 2 HCO; + 3  H+ --)CH~COO- + 4 H20 AGo' = - 104,7 kJ / réac t i on  

s o i t  AGo' = - 26,2 kJ/mole H, 
6 

a-3 Couplage des  r é a c t i o n s  d 'acétogenèse e t  de r éduc t ion  de 

protons  

Les r é a c t i o n s  d lacétogenèse  avec consommation de l 'hydrogène 

deviennent ,  dans l e  cas  de l ' a c i d e  palmit ique : 

- avec production de méthane de réduct ion  

 CH^( CH* ) ,4~oo-  + 3,5 H ~ O  + 3,5 ~co i -8  CH~COO- + 3,5  CH^ + 3,5 H+ 

- avec réduct ion  de s u l f a t e  
AGo' = - 83,3 k J / r é a c t i o n  

2  - 
CH3 ( C i l Z  4 ~ ~ 0 -  + 3.5 S04 8  CH~COO-  + 3,5 HS- + 3,5 HI 

AGo' = - 141,G k J / r é a c t i o n  
Les r é a c t i o n s  d 'acétogenèse deviennent  thermodynamiquement compatibles 

avec une synthèse couplée dtATP. Le gain  d ' éne rg ie  pour l a  cocu l tu re  

r é s i l i szn t  l ' acé togenèse  r e s t e  cependai& très l i m i t é .  

De p l u s ,  pour approcher c e t t e  va leur  théor ique  d ' éne rg ie  d i spon ib le ,  l e  

t r a n s f e r t  de l 'hydrogène p rodu i t  p a r  l e s  b a c t é r i e s  acétogènes v e r s  les 

b a c t é r i e s  hydrogénophiles, d o i t  ê t r e  très e f f i c a c e .  



Dâns l e s  écosystèmes anaérobies ,  c e s  r é a c t i o n s  s o n t  poss ib les  g râce  à 

l a  t r è s  f o r t e  a f f i n i t é  pour l 'hydrogène des  b a c t é r i e s  methanogènes ou 

s u l f a t o r é d u c t r i c e s .  

b - Microbiologie de 1 ' acétogenèse.  

La base  des r é a c t i o n s  d 'acétogenèse e s t  l e  t r a n s f e r t  i n t e r s p é c i f i q u e  

d'hydrogène e n t r e  l e s  b a c t é r i e s  oxydatives e t  l e s  b a c t é r i e s  

hydrogenophiles. Nous a l l o n s  é t u d i e r  p lus  en d é t a i l  ces  deux 

popula t ions  bactér iennes .  

b-1 U t i l i s a t i o n  de 1 'hydrogène 

* Methanogenèse. En absence de s u l f a t e ,  l 'hydrogène fe rmenta i re  

e s t  u t i l i s é  de façon prépondérante à l a  formation de méthane de 

réduct ion .  Les types  b a c t é r i e n s  impliqués,  l e u r s  condi t ions  de 

c ro i s sance ,  son t  é t u d i é s  dans l e  c h a p i t r e  s u r  l a  méthanogenèse (1-2). 

* Homoacé togenèse. 

Dans l e s  écosystèmes méthanogènes, où e l l e s  s o n t  en compétition avec  

l e s  méthanogènes hydrogénophiles, les b a c t é r i e s  homoacétogènes jouent  

un r ô l e  mineur s u r  l a  f i x a t i o n  de l 'hydrogène e t  l a  production 

d ' a c é t a t e .  Cependant, l e u r  capac i t é  à ê t r e  a s soc iées  de façon syntrophe 

à une souche p roduc t r i ce  d'hydrogène a é té  montrée ( cocu l tu re  de 

C.  thermocellum avec Aceto~enium k ivu i .  LE R W E T  - 1984). - 
* Sul fa to réduc t ion  

En présence de s u l f a t e ,  l 'hydrogène e s t  u t i l i s é  p ré fé ren t i e l l ement  pa r  

l e s  b a c t é r i e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  t e l l e  Desul fovibr io  vu lga r i s  pour 

r é d u i r e  l e  s u l f a t e  en s u l f u r e .  Lorsque la  concentra t ion  en s u l f a t e  

devient  l i m i t a n t e ,  méthanogenèse e t  s u l f a t o r é d u c t i o n  son t  en 

compéti t ion pour l ' u t i l i s a t i o n  de l 'hydrogène e t  l a  méthanogenèse 

hydrogénophile n ' e s t  pas inhibée  par  l a  présence de s u l f a t e  e t  de 

s u l f u r e  dans l e  mi l ieu  ( LUPTON - 1984 ) . 
b-2 Oxydation des  p r o d u i t s  de fermenta t ion  

En mi l ieu  anaér-obie pauvre en s u l f a t e ,  3 groupes bac té r i ens  son t  

capables  de r é a c t i o n s  d 'acétogenèse en cocu l tu re  avec des  souches 

méthanogènes hydrogenophiles. Ce son t  : c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  

s u l f a t o r é d u c t r i c e s ,  l e s  b a c t é r i e s  fermenta t ives  dont  l e  métabolisme 

peut  ê t r e  dévié ve r s  l a  production d ' a c é t a t e  (paragraphe 11-21 e t  l e s  

b a c t é r i e s  acétogènes p roduc t r i ces  ob l igées  d'hydrogène (A.P.O.H.). 



En présence de s u l f a t e ,  non seulement l 'hydrogène e s t  u t i l i s é  de façon 

c o n c u r r e n t i e l l e  pa r  l e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  mais c e r t a i n e s  de c e s  

b a c t é r i e s  son t  capables  en c u l t u r e  pure ,  s o i t  de r é a c t i o n s  

d 'acé togenèse ,  s o i t  d'oxyder complètement l e s  composés organiques en 

CO e t  H2S. 
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* Bac té r i e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  

PFENNIG (1981) r é p a r t i t  l e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  en deux groupes : 

- l e s  b a c t é r i e s  a p p a r t e n m t  au premier groupe oxydent complètement 

en CO e t  H S de nombreux composés organiques e t  en p a r t i c u l i e r  l e s  2 2 
ac ides  g r a s  ayant  jusqu 'à  14 atomes de carbone. Ces b a c t é r i e s  

appar t iennent  aux genres Desulfococcus, Desulfonema, Desulfosarcina.  

Ces b a c t é r i e s  ne peuvent s e  développer sans  s u l f a t e  e t  s o n t ,  pour l a  

p l u p a r t ,  i s s u e s  de milieux marins e t  exigent  des taux de sodium é levés  

dans l e s  mil ieux de c u l t u r e  ( 1 2 g l - 1 ~ a ~ 1  pour Desulfonema l i m i c o l a  e t  20 

@ - ~ N ~ c I  pour D.  magnum - WIDDEL - 1983) .  Leur a c t i v i t é  dans les 

écosystèmes méthanigènes e s t  vraisemblablement très l i m i t é e .  

- Les b a c t é r i e s  du second groupe jouent  p a r  con t re  un r ô l e  

important  dans les  d iges teur s  anaérobies : en e f f e t ,  en présence de 

s u l f a t e ,  ces  b a c t é r i e s  oxyaent incomplètement l e s  composés orgrniques  

en a c é t a t e  e t  s u l f u r e  mais de p l u s ,  en absence de s u l f a t e ,  certaines de 

ces  b a c t é r i e s  peuvent s e  comporter en b a c t é r i e s  fermenta t ives  dont  l e  

métabolisme peut  ê t r e  dévié en acétogenèse en présence de souches 

hydrogénophiles . 
Ainsi Desulfobulbus propionicus (WIDDEL - 1982 ; LAANBROEK - 1982) e t  

Desulfobulbus e longatus  (SANAIN - 1982, 1984) oxydent, en présence de 

s u l f a t e ,  l e  propionate ,  I t B t h a n o l ,  l e  l a c t a t e  en a c é t a t e  e t  H2S. En 

absence de s u l f a t e ,  l ' é t h a n o l  e t  l e  l a c t a t e  son t  fermentés en a c é t a t e  

e t  propionzte.  Les b a c t é r i e s  du genre Desulfobulbus peuvent donc ê t r e  

obtenues en c u l t u r e  pure,  en mi l ieu  pauvre en s u l f a t e .  Par con t re ,  l e s  

b a c t é r i e s  du genre  DesulÎovibrio,  qui  peuvent s e  développer de façon 

autot rophe sur H - COp, ne peuvent ê t r e  c u l t i v é e s  en c u l t u r e  pure  en 2 
mi l ieu  sans  s u l f a t e .  Mais c e s  b a c t é r i e s  (D. desu l fu r i cans  ou D. 

v u l g a r i s )  qui  possèdent une hydrogenase, peuvent se comporter, en 

absence ds  s u l f a t e ,  en acétogènes syntrophes en a s s o c i a t i o n  avec des 

souches hydrogénophiles : l a  c o c u l t u r e  Desulfovibrio + méthanogène 

hyc2rogénophile oxyde l e  l a c t a t e  en a c é t a t e  e t  méthane (Mc INERNEY - 
1981 1. 



Parmi l e s  ac ides  g r a s ,  s e u l  l e  propionate  e s t  u t i l i s é  par  les b a c t é r i e s  

du genre Desulfobulbuç. Les a u t r e s  a c i d e s  g r a s ,  ayan t  jusqu ' à  18 atomes 

de carbone son t  oxydés incomplètement en a c é t a t e  e t  H S p a r  des  
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b a c t é r i e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  (groupe des  Sapovorans. WIDDEL - 1981) 

mais c e l l e s - c i  ne s o n t  pas  c a r a c t é r i s é e s  à l ' h e u r e  a c t u e l l e  e t  en 

p a r t i c u l i e r ,  on ne connaî t  pas l e u r  a p t i t u d e  à s e  comporter en 

acétogène f a c u l t a t i v e  en absence de s u l f a t e .  

Cer ta ines  b a c t é r i e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  peuvent donc avo i r  un 

comportement syntrophe. En absence de s u l f a t e ,  c e s  d e r n i è r e s  ne s o n t  

pas capables d'oxyder tous  l e s  composés fermenta i res  e t  en p a r t i c u l i e r  

l e s  a c i d e s  g ras .  

* Bac té r i e s  acétogènes p roduc t r~ ices  obl igées  d'hydrogène 

Les b a c t é r i e s  de ce  groupe t r è s  hétérogène o n t  en commun de ne pouvoir 

ê t r e  c u l t i v é e s  qu 'en c o c u l t u r e  avec une souche hydrogénophile. Ce son t  

des acétogènes syntrophes o b l i g a t o i r e s .  

Ces b a c t é r i e s  s o n t  encore mal connues mais l a  no t ion  de synt rophie  

o b l i g a t o i r e ,  à t r a v e r s  l e s  t ravaux r é c e n t s ,  n ' a p p a r a î t  pas l i m i t é e  à 

quelques types  bac té r i ens  e t  r ep résen te  un phénomène important  en 

p a r t i c u l i e r  dans l a  dégradation anaérobie des ac ides  g ras .  Les quelques 

b a c t é r i e s  acétogènes syntrophes c a r a c t é r i s é e s  à c e  jour peuvect ê t r e  

c l a s s é e s  en t r o i s  groupes s e l o n  l e s  s u b s t r a t s  u t i l i s é s  : 

- U t i l i s a t i o n  du propionate 

Syntrophobacter w o l i n i i  (BOONE - 1980) s u r  propionate  a un temps de 

doublement de 90h en cocu l tu re  avec Desulfovibrio s p  + S04 e t  un temps 

de doublement de 160h en c o c u l t u r e  avec Methanospirillum hungatei .  

S. w o l i n i i  n ' u t i l i s e  aucun a u t r e  ac ide  g r a s .  - 
- U t i l i s a t i o n  des  a c i d e s  g r a s  l i n é a i r e s  ou r a m i f i é s  

Les ac ides  gras l i n é a i r e s  à nombre p a i r  de carbones son t  dégradés en 

a c é t a t e ,  les a c i d e s  impairs  en a c é t a t e  e t  propionate.  

Les v a r i a t i o n s  e n t r e  l e s  s u b s t r a t s  de c e s  b a c t é r i e s  p o r t e n t  s u r  12 

longueur de l a  chaine  carbonée de l ' a c i d e  e t  sur les  p o s s i b i l i t é s  

d ' u t i l i s a t i o n  des ac ides  r ami f i é s .  Syntrophomonas wolfei  (Mc INERNEY - 
1981) e s t  un b a c i l l e  gram néga t i f  non sporulé  qu i  u t i l i s e  les a c i d e s  

gras de C4 à C8.  L ' i soheptanoate  est dégradé en i s o v a l é r a t e  e t  a c é t a t e .  

Le temps de doublement de S. wolfei es t  de 54h en cocu l tu re  avec M. 
hungatei .  La souche NSF-2 de SHELTON e t  TIEDJE (1984) e s t  très proche 

de - S. wolfe i .  E l l e  u t i l i s e  également l e  2-DL méthylbutyrate.  



Clostr idium b r y a n t i i  (STIEB - 1985) e s t  une souche sporu lan te  qui 

u t i l i s e  l e s  ac ides  g r a s  de C4 à C l 1  e t  l e  2 méthylbutyrate.Le temps de 

doubl ement de C. b r y a n t i i  e s t  v o i s i n  de 80h en cocu l tu re  avec 

Desul fovibr io  ou hungatei .  SHELTON e t  TIEDJE (1984) o n t  i s o l é  une 

souche iden t ique  qui  u t i l i s e  1 ' i s o b u t y r a t e  en p l u s  des a c i d e s  g r a s  de 

C4 à C6. LOROWITZ (1984) a récemment i s o l é  une souche acétogène 

dégradant les ac ides  gras s a t u r é s  de C4 à C 1 8 .  E l l e  e s t  

morphologiquement vo i s ine  de S. wolfe i .  Sa c a r a c t é r i s a t i o n  n ' e s t  pas 

encore publ iée .  A ce jour ,  l ' i s o l e m e n t  de b a c t é r i e s  A.P.O.H. u t i l i s a n t  

l e s  ac ides  g r a s  longs i n s a t u r é s  ( i e  : o l é a t e ,  l i n o l é a t e )  n ' a  pas é t i  

rappor tée  . 
- U t i l i s a t i o n  de l ' a c i d e  benzoique 

Syntrophus buswell i  (MOUNFORT - 1982,1984) fermente l e  benzoate en 

a c é t a t e  e t  hydrogène. C'est une b a c t é r i e  acétogène syntrophe v r a i e  qui 

a un temps de doublement de 130h en a s s o c i a t i o n  avec Desul fovibr io  

e t  de 170h avec M. hungatei.  - S. buswell i  n ' u t i l i s e  que l e  benzoate 

parmi l e s  d i f f é r e n t s  a c i d e s  g ras .  

Toutes c e s  b a c t é r i e s  s o n t  mésophiles. Il e s t  très vraisemblable 

cependant que l e u r s  homologues thermophiles s e r o n t  c a r a c t S r i s é s  dans 

l e s  années à ven i r .  Ces b a c t é r i e s  o n t  t o u t e s  un optimum de pH v o i s i n  de 

l a  n e u t r a l i t é .  La biochimie e t  l a  microbiologie de l a  d iges t ion  

anaérobie des ac ides  gras à longues chaines appara i s sen t  peu 

documentées. Nous a l l o n s  cependant nous e f f o r c e r ,  dans l a  p a r t i e  

suivari te ,  de f a i r e  l e  p o i n t  s u r  les  hypothèses e t  l e s  r é s u l t a t s  

concernant  c e t t e  dégradation.  

2 - Métabolisme de l ' oxyda t ion  anaérobie des ac ides  g r a s  à longuas 

chaînes ,  s a t u r é s  e t  i n s a t u r é s .  

Les deux composés principaux i s s u s  de l a  l i p o l y s e  s o n t  l e  g lycé ro l  e t  

les ac ides  g ras .  S i  l e  g lycé ro l  es t  u t i l i s é  par  les b a c t é r i e s  

fermenta t ives ,  p a r  c o n t r e ,  l a  thermodynamique de Pa r é a c t i o n  

d 'oxydat ion  des ac ides  g r a s  en anaérobiose nous a montré que c e t t e  

dégradation ne peut  s ' o p é r e r  qu 'à  PH t r è s  f a i b l e ,  c 'est-à-dire en 
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présence de bac téri  es  hydrogénophiles . 
Le pourcentage de carbone que r e p r é s e n t e n t  l e s  a c i d e s  g r a s  à longues 

chaînes dans l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  ( h u i l e s  végé ta les  par  exemple) es t  

v o i s i n  de 90 - 95 % : l a  t ransformat ion  de l a  majeure p a r t i e  du carbone 



des l i p i a e s  en composés s u b s t r a t s  des  méthanogènes ne peut  se f a i r e  que 

dans les condi t ions  de l ' acé togenèse  avec production ob l igée  

dl hydrogène (cqfd )  . SOHNGEN (1910) o b t i e n t  une production de méthane à 

p a r t i r  de savons de calcium d ' a c i d e s  g r a s  en cond i t ions  anaérobies.  

C ' e s t  l e  choix des  a c i d e s  g r a s  sous forme de savons de calcium qui  l u i  

a  permis d ' o b t e n i r  c e  r é s u l t a t .  Nous a l l o n s  v o i r ,  en e f f e t ,  que l a  

t o x i c i t é  des  A.G.L.C.  sous forme l i b r e ,  s u r  l ' a c t i v i t é  bactér ienne  e s t  

l e  premier problème à résoudre pour é t u d i e r  leur dégradation anaérobie.  

a  - Inf luence  des  a c i d e s  g r a s  à longues chafnes s u r  1 ' a c t i v i t é  

b a c t é r i  enne 

a-1 E f f e t  b a c t é r i o s t a t i q u e  

De longue d a t e ,  l ' i n h i b i t i o n  de l ' a c t i v i t é  biologique par  l e s  a c i d e s  

g ras  à longues chaînes  a  é t é  u t i l i s é e  de façon empirique (agents  

d é s i n f e c t a n t s ) .  En anecdote,  l e  c a s  du jeune l a p i n  est  s i g n i f i c a t i f  : 

de l a  naissance jusqu'au sevrage ,  l ' es tomac du l a p i n  r e s t e  exempt de 

t o u t e  co lon i sa t ion  bactér ienne .  L 'agent  a n t i b a c t é r i e n  p résen t  dans l e  

tube d i g e s t i f  e s t  un mélange d ' a c i d e s  g r a s  l i b r e s ,  octanoique e t  

décanoique. Ces a c i d e s  g r a s  proviennent  de l a  l i p o l y s e  des  l i p i d e s  du 

l a i t  maternel par  les l i p a s e s  stomacales (CANAS - RODRIGUEZ - 1966).  

L 'a l imenta t ion  a r t i f i c i e l l e  du jeune l a p i n  p a r  du l a i t  de vache ne 

permet pas l a  production de c e s  ac ides  g r a s  b a c t é r i o s t a t i q u e s ,  ce qu i  

e n t r a î n e  l e  décès des  jeunes non sevrés  (FONTY - 1979, GOUET - 1979) .  

- concentra t ions  i n h i b i t r i c e s  

L ' e f f e t  des  A.G.L.C. s u r  des  c u l t u r e s  pures  de b a c t é r i e s  du rumen ou de 

b a c t é r i e s  méthanigènes a f a i t  l ' o b j e t  de quelques t ravaux dont nous 

pouvons t i r e r  les p o i n t s  s u i v a n t s  : 

La concentra t ion  en a c i d e s  g r a s  a jou tée  à p a r t i r  de l a q u e l l e  l a  c u l t u r e  

pure bactér ienne  a une a c t i v i t é  r é d u i t e  ( concen t ra t ion  minimale 

i n h i b i t r i c e )  dépend : de l a  s t r u c t u r e  de l a  pa ro i  bactér ienne  e t  donc 

de l a  c o l o r a t i o n  de G r a m  ; de l a  na tu re  de l ' a c i d e  g r a s  u t i l i s é  ; des  

c o n s t i t u a n t s  du mi l ieu  pouvant i n t e r f é r e r  avec l ' a c i d e  g ras .  

Pour une même souche bactér ienne ,  les r é s u l t a t s  s o n t  tou jours  à 

r e l a t i v i s e r  p a r  r a p p o r t  aux condi t ions  de c u l t u r e .  

Dans l e  rumen, l ' a d d i t i o n  d ' a c i d e s  g r a s  a f f e c t e  en premier l i e u  les 

b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  e t  les  méthanogènes hydrogénophiles ce q u i  a  

pour e f f e t  une dév ia t ion  du métabolisme ve r s  l a  formation de propionate 



(HENDERSON - 1973). L ' add i t ion  de 2g/l  (7mM) d ' a c i d e  o lé ique  dans des 

boues de d iges teur  anaérobie e n t r a î n e  une i n h i b i t i o n  cc~mplète de l a  

méthanogenèse a c é t o c l a s t e  t a n d i s  que l a  méthanogenèse hydrogénophile 

e s t  seulement r a l e n t i e  ( H A N A K I  - 1981). La production de méthane p a r  

une c u l t u r e  pure de méthanogène hydrogenophile (Methanobacterium 

ruminantium ou M .  Moh) e s t  r é d u i t e  de 50 % par add i t ion  de 3 mM d '  ac ide  

l i n o l é i q u e  ou 1,8 mM d ' ac ide  l ino lén ique  (PRINS - 1972). 

Parmi les  acides  g r a s  l i n é a i r e s  s a t u r é s ,  l ' a c i d e  l au r ique  e s t  l e  p lus  

toxique ( N I E M A N  - 1954, GALBRAITH - 1971).  Cependant, les acides 

i n s a t u r é s  son t  nettement p lus  i n h i b i t e u r s .  L ' a c t i v i t é  an t ibac té r i enne  

augmente avec l e  nombre de doubles l i a i s o n s  de l ' a c i d e  e t  l e s  isomères 

de conf igura t ion c i s  son t  p lus  a c t i f s  que l e s  isomères t r a n s .  Ains i ,  

pour l e s  ac ides  g r a s  l i n é a i r e s  à 18 atomes de carbone, l e  classement 

par  o rd re  de t o x i c i t é  c r o i s s a n t e  e s t  : stéarique-élaidique-oléique- 

l inolé ique- l inolénique (DEMEYER - 1966). 

Parmi les b a c t é r i e s  gram-positives, l e s  b a c t é r i e s  du genre Bac i l lus  

son t  inhibées  p a r  0 ,05 mM de l i n o l é n a t e  e t  par  0 , l  mK de l a u r a t e  ; l e s  

b a c t é r i e s  du genre Clostridium s o n t  inhibées  par 0 ,5  mM des  mêmes 

ac ides .  Par c o n t r e ,  l e s  b a c t é r i e s  gram-négatives t e l l e s  E. Coli ou 

Agrobacterium tumefaciens ne s o n t  pas inhibées  pa r  1 mM de ces  ac ides .  

Les ac ides  sont  a j o u t é s  sous forme de savon de sodium. L e s  e s t e r s  de 

ces  a c i d e s  g r a s  n ' o n t  pas d ' a c t i o n  toxique (GALBRAITH - 1971). 

- hypothèses s u r  l e  mécanisme d ' i n h i b i t i o n  

La t o x i c i t é  des A.G.L .C .  e s t  en premier l i e u  d ' o r d r e  physicochimique : 

l e s  a c i d e s  s ' adsorben t  s u r  les  p a r o i s  bactér iennes  ou r é a g i s s e n t  avec 

l e s  p ro té ines  de ce l l e s -c i  pour empêcher l e s  échanges milieux- 

bac té r i es .  Le c a l c u l  su ivan t  es t  rappor té  par  N1EMP.N ( i 9 5 4 )  : 2 x 10 
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c e l l u l e s  de & he lve t i cus  représen ten t  une a i r e  de membrane v o i s i n e  de 

3,3.101° L 'add i t ion  de 160 qg d ' a c i d e  l i n o l é i q u e  aux 10 m l  de 

milieu de c u l t u r e  p o u r r a î t  couvr i r  une sur face ,  en couche 

monomoléculaire, de 1,75.101' V2 s o i t  former environ 5 couches 

monomoléculaires autour des b a c t é r i e s .  

Les a c i d e s  g r a s  pour ra ien t  également a l t é r e r  l a  s t r u c t u r e  de l a  

membrane e t  désacoupler l a  chaîne de t r a n s p o r t  d ' é l e c t r o n s  au niveau de 

deux types de p ro té ines  enzymatiques, l e s  ATPases e t  les perméases 

(SHEU - 1972, HUNKOVA - 1978). Aprhs incorpora t ion dans les c e l l u l e s ,  

les a c i d e s  g r a s  l i b r e s  pour ra ien t  i n t e r v e n i r  s u r  les synthèses  e t  l e s  

lyses  c e l l u l a i r e s  (NIWANO - 1984, HORTMANN - 1984). 



a-2 R e v e r s i b i l i t é  de 1 ' e f f e t  an t ibac té r i en .  

Cer ta ins  composés o n t  une a c t i o n  d é t o x i f i a n t e  qu i  l i m i t e  ou annule 

l ' i n h i b i t i o n  par l e s  ac ides  gras .  I l  f a u t  s i g n a l e r  que s i  l ' a c t i o n  de 

c e s  composés e s t  dans c e r t a i n s  c a s  t r è s  n e t t e  l o r s q u ' i l s  s o n t  

i n t r o d u i t s  dans l e  mi l ieu  avant  les  acides ,  par  con t re ,  l a  levée de 

l ' i n h i b i t i o n  après  con tac t  prolongé des  b a c t é r i e s  e t  des a c i d e s  g r a s  

n ' e s t  pas tou jours  démontrée (HANAKI - 1981). 

L e s  d é t o x i f i a n t s  a g i s s e n t  p a r  2 modes d ' a c t i o n  : 

- dans l e  premier c a s ,  ce  son t  des s e l s  minéraux ou des  molécules 

organiques qui  forment des  complexes avec les a c i d e s  g r a s  longs. Les 

s e l s  de calcium e t  de magnésium, l e  cho les té ro l  ou l a  l e c i t h i n e  peuvent 

jouer ce  r ô l e  (GALBRAITH - 1971, EL HAG - 1972, HANAKI - 1981). 

L e  chlorure  de calcium e s t  l e  s e u l  d é t o x i f i a n t  à avo i r  un e f f e t  très 

généra l  sur tous l e s  ac ides  gras.  L ' e f f e t  du calcium e s t  l i é  à l a  

p r é c i p i t a t i o n  des ac ides  en savon de calcium, très peu so lub les  

( I R A N 1  - 1960). La concentra t ion en ac ides  g r a s  l i b r e s  e s t  a l o r s  

ramenée a r t i f i c i e l l e m e n t  à une valeur  t r è s  f a i b l e  (ROY - 1985).  

- dans l e  second c a s ,  c e  son t  des  suppor ts  s u r  l e s q u e l s  

s ' adsorben t  l e s  ac ides  g r a s  e t  qui  o n t  également pour e f f e t  de diminuer 

l a  concentra t ion en ac ide  g r a s  l i b r e .  Ainsi ,  Eubacterium lentum, une 

b a c t é r i 5  du rumen r é a l i s a n t  l a  biohydrogénation, es t  inhibée  par 

10 mg/l d ' a c i d e  l ino lé ique .  Le mil ieu e s t  d é t o x i f i é  par add i t ion  de 

6 g / l  de c e r v e l l e  de boeuf séchée (EYSSEN - 1984). 

a-3 Act ivat ion p a r  l e s  ac ides  g ras .  

A dose t r è s  f a i b l e  ( 2  à 40 ppm), les  acides  g r a s  i n s a t u r é s  à 18 atomes 

de carbone o n t  une a c t i o n  s t imulan te  s u r  l a  c ro i s sance  bactérienne.  Les 

isomères c i s  son t  p lus  a c t i f s  e t  l ' e f f e t  d é c r o î t  avec l e  nombre de 

doubles l i a i s o n s .  L 'ac ide  g r a s  a g i t  comme un f a c t e u r  de croissance .  

L ' a c t i v a t i o n  par  l e  Tween 80 s e r a i t  l i é  à l a  présence d ' a c i d e  o lé ique  

dans c e t t e  molécule (NIEMAN - 1954). 

b - Voies d 'acétogenèse à p a r t i r  des  ac ides  g r a s  à longues chzînes. 

L 'é tude  biochimique de l a  dégradation anaérobie des ac ides  g ras  à 

longues chafnes e s t  un domaine de recherche pratiquement inexploré ,  e t  

de nombreuses hypothèses son t  encore à v é r i f i e r .  





Dans l a  c e l l u l e  Eucaryote, l ' u t i l i s a t i o n  des  a c i d e s  g r a s  à longues 

cha înes  e s t  un processus in t rami tochondr ia l  e t  se f a i t  pa r  l e  mécanisme 

de l a  B-oxydation, ou h é l i c e  de LYNEN. S i  l ' o n  admet une c e r t a i n e  

analogie  e n t r e  l a  mitochondrie e t  l a  c e l l u l e  bactér ienne ,  on peut  

supposer que l a  dégradation des ac ides  g r a s  à longues chafnes par  Les 

b a c t é r i e s  anaérobies  pourra s e  f a i r e  p a r  l e  même processus. De p l u s ,  

c e t t e  hypothèse e s t  a c c r é d i t é e  par  l e s  t ravaux de JERIS (1965) e t  

WENG (1976). 

b-1 B-oxydation des ac ides  g r a s  l i n é a i r e s  s a t u r é s .  

Celle-ci débute p a r  une é t a p e  d ' a c t i v a t i o n ,  ATP dépendante, de l ' a c i d e  

g r a s  qui s ' o p è r e  pa r  e s t é r i f i c a t i o n  avec l e  groupe t h i o l  du coenzyme A ,  

pa r  a c t i o n  d 'une  th iokinase .  Les a u t r e s  é t apes  enzymatiques s e  f o n t  

sous l a  forme de c e s  t h i o e s t e r s  du coA. 

- é tapes  de l a  B-oxydation (WEIL - 1979, Tigure 10) 

1) l lacylcoA e s t  déshydrogéné sous l ' a c t i o n  d 'une  acyl-coA 

déshydrogénase avec réduc t ion  d 'un  FAD e t  c r é a t i o n  d 'une double l i a '  l s o n  

t r a n s  4-@. 

2 )  il y a hydra ta t ion  de l a  double l i a i s o n  formée, pa r  a c t i o n  d 'une 

enoyl-coA hydra tase  (ou c ro tonase ) .  

3 )  l e  dé r ivé  R-hydroxylé de  conf igura t ion  L e s t  déshydrogené par  l a  L-R 

hydroxyacylcoA déshydrogenase qui  p résen te  une s t é r é o s p é c i f i c i t é  

absolue pour l a  forme L ,  avec  réduc t ion  d ' - m  NAD. 

4)  l tacé ty lcoA-acéty l  t r a n s f é r a s e  (ou B-cétothiolase)  c a t a l y s e  l a  

s é p a r a t i o n  d 'une  molécule dfacéty lcoA,  avec i n t e r v e n t i o n  d 'un  

coenzyme A. 

A l a  s u i t e  de c e s  4 é tapes  enzymatiques, l ' acylcoA de dépar t  perd 2 

atomes de carbone. L'acylcoA s u b i t  à son t o u r  l a  R-oxydation jusqu ' à  

décomposition complète en fragment de 2 carbones (acé ty lcoA) ,  s i  

l ' a c i d e  g r a s  de dépar t  c o n t i e n t  un nombre p a i r  d'atomes de carbone. 

Lorsque l ' a c i d e  possède un nombre impair  d ' a tones  de carbone, l a  

R oxydation condui t  à l a  formation d1acétylcoA e t  de 1 propionylcoA. 

Le b i l a n  de l a  R oxydation de l ' a c i d e  palmit ique e s t  a i n s i  : 

Palrnityl coA + 7 coA + 7 FAD + 7 NAD+ + 7 H O 
2 

k 8  a c e t y l  COA -+ 7 F A D H ~  + 7 NADH + 7 B+ 

- r égénéra t ion  des coenzymes. 

En anaérobiose,  l e s  coenzymes peuvent S t r e  régénérés par  t r a n s f e r t  des  

Glectrons vers  l a  f e r redox ine  pu i s  e x c r é t i o n  d ' hydrogène par a c t i o n  

d ' u n e  hgdrogènase. La &oxydation anaérobie  des a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  e s t  
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donc une r é a c t i o n  d 'acétogenèse avec production obl igée  d'hydrogène, e t  

comme nous l ' a v o r s  é t u d i é  précédemment, c e t t e  acétogenese ne pourra s e  

produire q u ' à  PH2 très f a i b l e .  

b-2 Biohydrogénation des ac ides  g r a s  i n s a t u r é s .  

L ' u t i l i s a t i o n  des  a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  e s t  poss ib le  se lon  deux 

mécanismes : s o i t ,  comme c e l a  a l i e u  dans les mitochondries, l e s  ac ides  

i n s a t u r é s  s u b i s s e n t  l a  13 oxydation sans hydrogénation p réa lab le ,  s o i t  

c e s  ac ides  son t  d 'abord hydrogénés par  c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  anaérobies.  

- hydrogénation p r é a l a b l e  à l a  I3-oxydation. 

Les a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  p résen t s  dans l a  r a t i o n  des  ruminants ( e n  

p a r t i c u l i e r  l ' a c i d e  l ino lén ique  dans l e s  fourrages  f r a i s )  son t  

hydrogénés dans l e  rumen (HARFOOT - 1978).  D'après POLAN <L964), l a  

biohydrogénation e s t  un phénomène anaérobie s t r i c t  e t  e s t  inhibée p a r  

incubat ion des c u l t u r e s  en présence d'oxygène. 

Voie métabolique : l a  biohydrogénation des  ac ides  g r a s  d i  e t  tri 

i n s a t u r é s  à 18 atomes de carbone ne procède pas simplement par a d d i t i o n  

successive d'hydrogène sur l e s  doubles l i a i s o n s  mais débute par une 

é tape  d ' i somér i sa t ion  en une forme conjuguée de l ' a c i d e .  L1isomérase 

r é a l i s a n t  c e t t e  t ransformat ion s e r a i t  une enzyme i n t r a c e l l u l a i r e .  

En e f f e t ,  les a c t i v i t é s  isomérasique e t  hydrogénasique du j a s  de rumen 

son t  extrêmement f a i b l e s .  

L ' isomérase p résen te  une s p é c i f i c i t é  absolue pour l e  diène c i s  , c i s  e t  

l e  t ransforme en isomère conjugué t r a n s , c i s  (HARFOOT - 1978) - 
f i g u r e  11. 

Le mécanisme d 'hydrogénation u l t é r i e u r e  de l ' i s o m è r e  conjugué n ' e s t  pas 

clairement d é f i n i .  Un grand nombre d ' isomères in te rmédia i res  sont 

p rodu i t s  ( p o s i t i o n  d e s  doubles l i a i s o n s  e t  conf igura t ion s t é r i q u e )  - 
f i g u r e  12. 

Transporteur d'hydrogène : s a  na tu re  n ' e s t  pas connue. L 'appor t  

d'hydrogène moléculaire n'augmente pas l a  v i t e s s e  d'hydrogénation 

(POLAN - 1964). 

Souches bactér iennes  r é a l i s a n t  l a  biohydroqénation : si une c u l t u r e  

mixte de b a c t é r i e s  du rumen hydrogène l ' a c i d e  l inolénique 

(O(: C18:3,cis9.12.15 ou R :  C18:3,cis6.9.12) en ac ide  s t é a r i q u e ,  il 

a p p a r a î t  qu'aucune souche pure à capac i t é  hydrogénatr ice n ' e s t  capable 

à e l l e  seu le  de r é a l i s e r  l a  t ransformat ion complète du LinolSnique en 

s t éa r ique .  
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EYSSEN (1982 e t  1984) d é f i n i t  la  transformation de l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  

(18:2,cis9.10) en ac ide  t r a n s  vaccenique ( 1 8 : l , t r a n s l l )  comme m e  

p r o p r i é t é  de Eubacterium lentum, une b a c t é r i e  anaérobie s t r i c t e  

assacharolyt ique  du rumen. 

KEMP (1983 e t  1984) é t a b l i t  2 groupes bac té r i ens  parmi l e s  

microorganismes du rumen à capac i t é  biohydrogénatr ice.  

Dans l e  premier groupe, Ruminococcus a lbus  e t  Butyr iv ibr io  S2 

n'hydrogènent pas  les ac ides  octadécénoiques e t  l e s  ac ides  l i n o l é i q u e  

e t  l ino lén ique  son t  transformés en transvaccéni  que. 

Fusoc i l lus  babrahamensis P2/2, Fusoc i l lus  sp T344 f o n t  p a r t i e  du second 

groupe. E l l e s  t ransforment en ac ide  s t é a r i q u e  l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  e t  l e s  

ac ides  octadécénoiques. L ' ac ide  l ino lén ique  e s t  hydrogéné en acide 

octadécénoique c i s  15 ou t r a n s  15. 

Cependant, sous c e r t a i n e s  condi t ions  de c u l t u r e  (mélange des  c u l t u r e s  

après  c ro i s sance)  KEMP o b t i e n t  l a  production d ' ac ide  s t é a r i q u e  à p a r t i r  

d ' ac ide  l ino lén ique  par la cocu l tu re  de Butyr iv ibr io  S2 avec une des 

b a c t é r i  e s  du second groupe. 

L 'hydrogénation complète p o u r r a i t  a v o i r  l i e u  par  1 ' in te rméa ia l se  Ou 

t r a n s  11 octadécénoate (ac .  vaccénique) qui  p o u r r a î t  f a i r e  l ' o b j e t  d 9 m  

t r a n s f e r t  in te r spéc i f ique .  

E h  conclusion, l e s  d i f f é r e n t s  au teurs  s ' i n t e r r o g e n t  s u r  l a  

s i g n i f i c a t i o n  de l a  biohydrogénation r é a l i s é e  par un f a i b l e  ncmbre de 

b a c t é r i e s  du rumen. Il p o u r r a f t  s ' a g i r  d 'une r é a c t i o n  ae  d é t o x i f i c s t i o n  

v i s  à v i s  des ac ides  g ras  i n s a t u r é s  ingérés  par  l e  ruminant. De p l u s ,  

les a c i d e s  g r a s  c o n s t i t u t i f s  d e s  s t r u c t u r e s  b a c t e r i e m e s  s o n t  

généralement s a t u r é s  e t  c e  p o u r r a i t  ê t r e  un moyen énergétiquement 

économique de production d ' a c i d e s  g r a s  pour l e u r  incorpora t ion dôns l e s  

c e l l u l e s  bactér iennes .  

Aucune ré fé rence  bibl iographique ne f a i t  é t a t  d 'une biohydrogénation 

p réa lab le  à l a  dégradation des  ac ides  g r a s  en anaérobiose. 

Cependant, l ' a c i d e  o lé ique ,  l ' a c i d e  g r a s  insa tu ré  l e  p lus  répandu, e s t  

t r è s  rapidement hydrogéné dans l e  rumen e t  p o l x r a î t  ê t r e  l e  précurseur 

d i r e c t  du s t é a r a t e  (HARFOOT - 1978).  

- U t i l i s a t i o n  d i r e c t e  des a c i d e s  i n s a t u r é s .  

Dans l e s  mitochondries, l ' a c i d e  i n s a t u r é ,  sous forme a c t i v é e  commence à 

s u b i r  l a  R oxydation. DWIS l e  c a s  de l ' a c i d e  o lé ique ,  l to ley lcoA e s t  

t ransformée après  3 cycles  en 3 acétylcoA e t  1m acylcoA ayant  une 

double l i a i s o n  13- 8 en conf igura t ion c i s .  L 'acylcoA e s t  transTormé par  



une r é a c t i o n  d ' i somér i sa t ion  en un ac ide  g r a s  ayant  une double l i a i s o n  

transe(-B e t  l a  R-oxydation peut  a l o r s  se poursuivre de façon 

c lass ique .  

Isomérisa t ion : 

CH3 - - CH = CH - CH, - CO - S - COA 
6 13 e 

CH3 - (CH2),, - CH2 - CH = CH - Co - S - COA 
B 4 

Cependant, r i e n  ne nous permet d ' a f f i r m e r  qu'une t e l l e  t ransformat ion 

puisse  ê t r e  r é a l i s é e  p a r  l e s  b a c t é r i e s  acétogénes u t i l i s a n t  l e s  a c i d e s  

g r a s  à longues chaînes.  

Conclusion : 

Dans les  deux c a s ,  l ' u t i l i s a t i o n  des  ac ides  g r a s  i n s a t u r é s  f a i t  

i n t e r v e n i r  des isomérases spéc i f iques  e t  il n ' e s t  pas exc lu  que, dans 

l e s  écosystèmes anaérobies,  les ac ides  i n s a t u r é s  pu i s sen t  ê t r e  en 

p a r t i e  biohydrogénés par  c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  e t  en p a r t i e  u t i l i s é s  

directement p a r  l e s  b a c t é r i e s  A.P.O.H,. 

Conclusion généra le  s u r  l a  méthanisation des l i p i d e s .  

Les b a c t é r i e s  qui  r é a l i s e n t  l ' acé togenèse  3 p a r t i r  des ac ides  g r a s  à 

longues chaînes s o n t  encore t r è s  mal connues. Ce son t  vraisemblablement 

des syntrophes ob l igées .  Les b a c t é r i e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  du groupe 

Sapovorans ne pour ra ien t  pas  a v o i r  un comportement de syntrophe en 

mil ieu pauvre en s u l f a t e .  

Lors de l a  d iges t ion  m a é r o b i e  des  l i p i d e s ,  p lus  de 95 % du carbone 

organique, sous forme d '  ac ides  g r a s ,  e s t  dégradé par une voie 

d 'acétogenèse.  L 'é tape  d ' acétogenèse e s t  une phsse "sens ible"  de l a  

rnéthanisation des matières organiques. Même s i  l e  t r a n s f e r t  

in te r spéc  if ique d 'hydrogène s e  f a i t  dans des condi t ions  opt imales ,  l e  

gain d ' é n e r g i e  pour l a  croissance  e t  l a  maintenance des b a c t é r i e s  

acétogènes e s t  t r è s  l i m i t é .  



I V  - Conclusion généra le  : 

C e t t e  analyse  f a i t  r e s s o r t i r  1 ' importance des  r é a c t i o n s  de t r a n s f e r t  

d'hydrogène sur la  s t a b i l i t é  e t  l a  f a i s a b i l i t é  des  processus 

biologiques in te rvenan t  dans l a  méthanisation. I 

* Le t r a n s f e r t  facultatif d'hydrogène e n t r e  les b a c t é r i e s  1 

fermenta t ives  e t  l e s  b a c t é r i e s  méthanogènes, f a v o r i s e  l e s  c i n é t i q u e s  

d 'hydrolyse e t  l a  d é v i a t i o n  des  voies  métaboliques ve r s  l a  production 

de p récurseurs  d i r e c t s  du méthane. Ains i ,  on c o u r t  c i r c u i t e  1 
p a r t i e l l e m e n t  l ' é t a p e  l e n t e  e t  s e n s i b l e  de l ' acé togenèse  à p a r t i r  des  1 

1 
a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s .  

* Le t r a n s f e r t  oblipé d'hydrogène e n t r e  l e s  b a c t é r i e s  acétogènes 
1 
l 

produc t r i ces  ob l igées  d'hydrogène e t  les b a c t é r i e s  hydrogénophiles, e s t  

un mécanisme c l é  dans l ' u t i l i s a t i o n  des  composés organiques r é d u i t s .  : 
Dans l e  cas  où l e  t r a n s f e r t  d'hydrogène e s t  d é f i c i e n t ,  c e s  composés 

s 'accumulent dans l e  mi l ieu .  

Ces c o n s i d é r a t i ~ n s  biologiques met tent  en lumiére l ' a v a n t a g e  des 

procédés monoétapes où l e s  t r a n s f e r t s  d'hydrogène son t  f avor i sés .  

Lorsque l a  s é p a r a t i o n  des  phases e s t  envisagée dans un but  

technologique,  c e s  p o s s i b i l i t é s  de t r a n s f e r t s  i n t e r s p é c i f i q u e s  doivent  

ê t re  conservées p a r  un choix appropr ié  des  cond i t ions  de conduite  de 

chaque étape.  

Sur un a u t r e  p lan ,  notons que l e s  ga ins  énergét iques  pour l e s  

d i f f é r e n t e s  popula t ions  bactér iennes  r é a l i s a n t  l a  méthanisat ion 

compléte de l a  matière organique s o n t  trés d i f f g r e n t s  e t  en 

p a r t i c u l i e r l e  g a i n  d ' é n e r g i e  pour l e s  b a c t é r i e s  A.P.O.H.  e s t  encore 

p l u s  f a i b l e  que l e  ga in  d ' é n e r g i e  pour l e s  b a c t é r i e s  r é a l i s a n t  l a  

méthanogenèse a c é t o c l a s t e .  A p a r t i r  des  ac ides  g r a s ,  principaux 

c o n s t i t u a n t s  des  l i p i d e s ,  l a  synthèse indispensable  d'ATP ne peut se 

f a i r e  p a r  l e  mécanisme de t r a n s f e r t  de l i a i s o n s  r i c h e s  en énergie 

(S.L.P.) comme chez l e s  fermenta t ives .  Cela expl ique  l e s  f a i b l e s  taux 

de c ro i s sance  observés chez les syntrophes ob l igées  e t  que l ' é t a p e  

d 'acé togenèse  avec production obl igée  d'hydrogène s o i t  une étape 

l i m i t a n t e  de l a  méthanisat ion au même t i t r e  que l a  méthanogenèse sensus 

s t r i c t o .  

L a  f a i s a b i l i t é  de l a  méthanisat ion des  l i p i d e s  s e  heur te  donc à un I 

f a i b l e  taux de renouvellement de l a  populat ion bactér ienne  e t ,  de p lus  

au probléme de t o x i c i t é  des  a c i d e s  g r a s  à longues chaînes  i n t r o d u i t s  



EÇUATIONS THEORIQES DE METHANISATION DE DEUX SUBSTRATS TYPES. 

[ 1 1 CELLULOSE. 
Tab leau  7. 

Cellulolyse: cellulose P n glucoses. 

glucose + 4 H20 ) 2 C H ~ C O O -  + 4H+ + 2 HCO; + 4H 2 AG0'= -206 KJ. 

4 H:, + HCUJ + H* , CH, + 3 n2a AG"'=  -135.6 KJ. 

2 C H ~ C O O -  + 2Ht. + 2 H20 W= 2 CH4 + 2 ~ ~ 3 3  + ZH' AG0 ' =  -62 KJ. 

Méthanisation cornpléte: 

glucose + 3 H20 ) 3 Ch4 + 3 H C O ~  + 3 ~ '  AG0'= -403.6 KJ. 

Pourcentages théoriques finals de méthane et CO2: 50% CH4 ; 50% CO2. 

Variation d'gnergie libre standard à pH:7.0 pour 51 carbones-glucose: 

AG' ' =  -3430.6 KJ/51 moles carbone. 

( 2 1  TRIPALMITINE. 

Lipolyse: tripalmitine glycerol + 3 palmitiques. 

glycerol + 2 H ~ O  > C H ~ C O O -  + H C O ~  + 2 H+ + 3 H 2 AG0'= -73.2 KJ. 

3 palm. + 42 H20 ) 24 C H ~ C O O -  + 2 4  Hi + 42  H2 AG0'= +1177,5 KJ. 

45 Hz + 45/4 HCO; + 45/4 H+ ) 45/4 CH4 + 135/4 H20 AG0 ' = -1 525.5 KJ . 
25 C H ~ C O O -  + 25 H+ + 25 n20  ~ 2 5  CH, + 25 HCO; + 25 H+ aGol= -775.0 KJ. 

Méthanisation compléte: 

glycerol + 3 pelmit. + 35.25 H20 ) 36.25 CH4 + 14.75 HCO; + 14.75 t-ii 

AG0'= -1196.2 KJ.  

Pcurcentages théoriques finals de méthane et CO 71% CH4 ; 29% CO2. 
2 : 

Variation d'énergie libre standard à pH:7,0 pour 5 1  carbones-tripalmitine: 

AG0 ' =  -1196,2 KJ/51 moles carbone. 



dans l e s  milieux. La comparaison de deux s u b s t r a t s  types ,  l a  c e l l u l o s e  

e t  un t r i g l y c é r i d e  ( t a b l e a u  7 )  mettent  en lumière l e s  d i f f é r e n c e s  que 

l ' o n  peut  a t t e n d r e  ( t aux  de croissance  des populat ions bac té r i ennes ,  

rendement de conversion en méthane) de l e u r  fermenta t ion  méthanique. 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  



MATERIEL ET METHODES. 

1 - METHODES ANALYTIQUES 

1 - Déterminations analytiques servant à l'évaluation des 

fermentations en pilote. 

a - Matières sèches t o t a l e s :  

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  séché à 105Oc jusqu 'à  poids cons tan t .  

Matières minérales : Après séchage, l e  prélèvement e s t  c a l c i n é  au four 

à 550°c jusqu ' à  poids cons tan t .  

Matières organiques (ou v o l a t i l e s )  t o t a l e s  : Cet te  va leur  correspond à 

l a  f r a c t i o n  él iminée au four  à 550°C. 

b - Matières en suspension e t  mat ières  v o l a t i l e s  en suspension 

Un volume connu de l ' é c h a n t i l l o n  homogénéisé est f i l t r é  s u r  f i b r e  de 

v e r r e  Wathman GF/C. Le f i l t r e  e s t  e n s u i t e  t r a i t é  s e l o n  l e  même 

protocole  que pour l e s  mat ières  sèches. 

c - Demande chimique en oxygène. 

Détermination p a r  l a  méthode au dichromate de potassium (Norme AFNOR 

T90 - 1 0 1 ) .  La mesure e s t  u t i l i s a b l e  pour des t eneurs  en ch lo ru res  

i n f é r i e u r e s  à 3 g / l .  Pour des  teneurs  en chlorure  supgr ieures ,  il 

convient  d'augmenter en propor t ion  l ' a d d i t i o n  de s u l f a t e  de mercure. 

d - Carbone organique t o t a l  e t  carbone minéral.  

L ' échan t i l lon  organique est  minéra l i sé  en  ampoule de v e r r e  s c e l l é e .  

Le carbone minéral (carbonate  e t  CO d i s sous )  est  dosé pa r  
2 

spect rométr ie  inf rarouge (ûceanography I n t e r n a t i o n a l ) .  Le dosage du CO2 

e s t  r é a l i s é  par  dégazage en présence d ' a c i d e  phosphorique. 



e - Azote t o t a l  KJELDAHL e t  azo te  ammoniacal. 

L 'azote  ammoniacal e s t  mesuré à l ' é l e c t r o d e  spéc i f ique  (Orion 

Research).  

Le N.T .K .  est  obtenu par  mesure d ' a z o t e  ammoniacal à l ' é l e c t r o d e  

spéc i f ique  après  minéra l i sa t ion  de l ' é c h a n t i l l o n  s e l o n  l a  méthode 

AFNOR. 

f - Sucres to taux.  

\ 

Méthode à l ' a n t h r o n e  su l fu r ique  : hydrolyse ac ide  des  s u c r e s  e t  

t ransformat ion  en dé r ivés  du f u l f u r a l  qui  forment avec 1' anthrone des 

composés absorbants  à 6OOnm. Résu l t a t  en mg d ' équ iva len t s  g lucose  p a r  

l i t r e .  

Détermination des  f r a c t i o n s  g luc id iques .  

Les f r a c t i o n s  "sucres  so lub les" ,  ~hemicellulose~,~cell~lose~~ e t  ' 

" l ign ine"  son t  déterminées par  une méthode adaptée de CHESSON (DATTA - 
1981). 

h  - Matières g r a s s e s  t o t a l e s .  

Les l i p i d e s  de l ' é c h a n t i l l o n  s e c  s o n t  e x t r a i t s  au s o x h l e t  p a r  l ' é t h e r  

d ié thy l ique .  Ils s o n t  e n s u i t e  déterminés pa r  gravimétr ie .  L ' e x t r a i t  

l i p i d i q u e  peut  ê t r e  conservé pour analyse  des  A.G.L.C. 

Techniques chromatographiepes, 

Acides g r a s  v o l a t i l s .  

Analyse p a r  chromatographie en phase gazeuse des surnageants  de 

c e n t r i f u g a t i o n .  

* Chromatographe Varian 3700, d é t e c t e u r  à i o n i s a t i o n  de flamme 

avec i n j e c t e u r  automatique e t  i n t é g r a t e u r  Varian CDS 111. 

* Colonne a c i e r  inox 1/8 pouce x  2 , 5  m rempl ie  (Chromosorb W.A.W., 

100-120 mesh imprégnée de N.P.G.A. 25 % e t  H3P04 2  %). 



* Gaz vecteur  azo te  s a t u r é  en ac ide  formique ( 30ml/mn). 

* Température de colonne : isotherme à 160°C ; i n j e c t e u r  e t  

dé tec teur  : 23g0c. 

* La q u a n t i f i c a t i o n  des  AGV est  r é a l i s é e  pa r  étalonnage externe .  

b - Ethanol . 

Les cond i t ions  o p é r a t o i r e s  s o n t  iden t iques  à c e l l e s  u t i l i s é e s  pour l e s  

AGV à l ' e x c e p t i o n  de l a  température de colonne qui  e s t  programmée à 

100°c pendant 4 mn p u i s  augmente de 30°c pa r  minute jusqu ' à  180°c. 

c - Dosage des  a c i d e s  g r a s  à longues chaînes.  

La méthode su ivan te  a é t é  mise au p o i n t  pour l e  dosage des  A.G.L.C.  

dans l e s  mil ieux de fermentat ion.  E l l e  r e s t e  f i a b l e ,  en p a r t i c u l i e r ,  

lorsque l a  concentra t ion  en calcium e s t  é levée .  La méthode s ' i n s p i r e  de 

TOULLEC ( 1968) ,  DEYMIE ( 1981 ) , LEPAGE ( 1984) ,  DAINTY (1984).  

* Phase d'extraction : l e  prélèvement e s t  a c i d i f i é  p a r  HC1 6 N 

( 1 / 1 - V / V )  en f l acon  bouché e t  p lacé  à 100°c, 1 heure. Une q u a n t i t é  

connue d ' a c i d e  pentadécanoique ( é t a l o n  i n t e r n e )  e s t  a jou tée .  Après 

r e f ro id i s sement ,  1 volume d ' u n  mélange chloroforme-méthanol (2/1-V/V) 

e s t  i n t r o d u i t  dans l e  f l acon  qui  es t  rep lacé  à 100°c, 1 heure .  Le 

mélange e s t  a g i t é  en d iscont inu .  Après décan ta t ion ,  l a  phase 

chloroforme, r i n c é e  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  e s t  cen t r i fugée  p u i s  évaporée à 

s e c  dans l e  tube de b u t y l a t i o n ,  s u r  l eque l  on adapte  un bouchon 

étanche. 

* Phase de butylation : dans l e  tube contenant  l ' e x t r a i t  l i p i d i q u e  

séché,  on a j o u t a  2 m l  de mélange bu ty lan t  (butanol-H2S04 5%). 

Les tubes s o n t  p lacés  2 heures au four  à 80°c. Après r e f ro id i s sement ,  

l a  phase butanol e s t  n e u t r a l i s é e  p a r  5 m l  d 'une s o l u t i o n  à 5% de K2COJ 

Le même protocole  e s t  u t i l i s é  pour l a  r é a l i s a t i o n  d 'une gamme é t a l o n  à 

p a r t i r  d ' a c i d e s  g r a s  t r è s  purs.  Les e s t e r s  butyl iques  d ' a c i d e s  g r a s ,  

p résen t s  d m s  l a  phase butanol ,  s o n t  sépa rés  par  chromatographie en 

phase gazeuse. 

* Chromatogrâphe Girdel  s é r i e  30, dé tec teur  à i o n i s a t i o n  de 

flamme . 
* Colonne a c i e r  1 , s  m x  2mm ; suppor t  chromosorb k-AW,80 - 1 0 0  

mesh, imprégnée de d ie thy lène  g lyco l  succ ina te  (DEGS) : 28%. 



* Gaz vecteur  azo te  : d é b i t  SOml/mri 

* Température du four : isotherme à 185Oc ; i n j e c t e u r  220°c ; 

d é t e c t e u r  260°c. 

d - Gaz de fermentat ion.  

Les gaz son t  séparés  par  chromatographie gaz-solide.  

* Chromatographe Pye ünicam muni d 'un  dé tec teur  à conduc t iv i t é  

thermique - I n t é g r a t e u r  Shimadzu I C R . 1 B .  

* Colonne a c i e r  4 m m  x 3rn remplie de Porapak S. 

* Gaz vecteur  azo te  pour l e  dosage de H2 - CO2 - CH ou helium 
4 

pour l e  dosage de N2 - CH4 - COp Débit du gaz : 5Oml/mn 

* Température du four  : 50°c, i n j e c t e u r  60°c, d é t e c t e u r  100°c. 

* Quant i f i ca t ion  pa r  étalonnage externe .  Les r é s u l t a t s  s o n t  

exprimés en pourcentage de chaque gaz dans l ' é c h a n t i l l o n .  

e - Acides organiques ( l a c t a t e  - s u c c i n a t e )  

Analyse par  chromatographie l i q u i d e  hau te  performance. 

* Chromatographe HPLC Waters Associates muni d 'un  i n j e c t e u r  

au tornati que WISP . 
+ Colonne C 18 à compression r a d i a l e  ; Solvant  : tampon phosphate 

d'ammonium 10g/l  à pH 3. Rinçage au méthanol eau (50/50 - V/V)  

+ Détecteur u l t r a  v i o l e t  : = 210nm 

* Q u a n t i f i c a t i o n  par  étalonnage externe .  

TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES 

1 - Cinétiques de fermentat ion en d iscont inu .  

Les fermenta t ions  anaérobies en d iscont inu  son t  r é a l i s é e s  en f l a c o n s  

bouchés e t  purgés à l ' a z o t e .  C e t t e  méthode e s t  employée pour 

l ' é v a l u a t i o n  de l ' a c t i v i t é  de c u l t u r e s  mixtes (boues de d i g e s t e u r s )  ou 

de c u l t u r e s  pures ,  Dans ce d e r n i e r  c a s ,  les c u l t u r e s  son t  maintenues en 

cond i t ions  s t é r i l e s .  

Le volume du f l a c o n  e s t  fonc t ion  du nombre d ' ana lyses  n é c e s s a i r e s  au 

s u i v i  de l a  c iné t ique .  



Après ensemencement, l e s  f l acons  son t  p lacés  à l ' é t u v e ,  à l a  

température d ' incuba t ion .  Les prélèvements de gaz e t  de l i q u i d e  s o n t  

f a i t s  à l a  se r ingue ,  à t r a v e r s  l e  bouchon bu ty l .  Le gaz e s t  pré levé  

avec une seringue munie d 'une  valve étanche e t  i n j e c t é  dans l e  

chroma tographe . 
Moyennant un étalonnage pa r  i n j e c t i o n  de q u a n t i t é s  connues de méthane à 

l a  press ion  ambiante, c e t t e  technique f o u r n i t  directement l e  volume de 

méthane p rodu i t  (PETROFF - 1985).  

La c iné t ique  de production de gaz e s t  ca lcu lée  en t enan t  compte des  

prélèvements de gaz pour analyse e t  des prélèvements de mi l ieu  qui 

augmentent l e  volume mort e t  é l iminent  une p a r t i e  du s u b s t r a t .  

2 - Cul tures  anaérobies  - mil ieu  de c u l t u r e .  

* Sources des microorganismes 

Methanospirillum hungatei  souche JF1 (DSM - 860) e t  Syntrophomonas 

wolfei  souche Gottingen (DSM 2245.B) proviennent  de l a  c o l l e c t i o n  

allemande. Desulfovibrio souche Madison a é t é  fourn ie  au l a b o r a t o i r e  

par  l e  professeur  J.G. ZEIKUS. 

* Milieux e t  condi t ions  de c u l t u r e .  

La technique de c u l t u r e  anaérobie de Hungate modifiée par  MILLER e t  

WOLIN (1974) e s t  u t i l i s é e  pour l e s  enr ichissements  e t  l e s  c u l t u r e s  de 

souches p u r i f i é e s .  Le mi l ieu  de base qui  c o n t i e n t  minéraux e t  vi tamines 

(mi l i eu  CBBM - SAMAIN - 1982) est tamponné pa r  a d d i t i o n  de PIPES ( a c i d e  

p iperaz ine  d ie thane  su l fon ique)  50mM e t  l e  mi l ieu  e s t  amené au pH 

d é s i r é  p a r  a d d i t i o n  de KHCO sous gaz N2/C02 (85/15) ,  l e  mi l ieu  é t a n t  à 
3 

12 température prévue d ' incubat ion .  Pour les t e s t s  de pH supér ieu r  à 

7 , l  l e  mi l ieu  e s t  préparé sous gaz N (100%). Le mi l ieu  e s t  complément6 
2 

p a r  a d d i t i o n  de 0 ,3g/ l  d ' e x t r a i t  de l e v u r e  e t  2,5% de jus  de rumen. 

L e s  milieux d e s t i n é s  aux d i l u t i o n s  en gé lose  s o n t  autoclavés  sans  PIPES 

(brunissement en présence d 'Agar) .  Le tampon, en s o l u t i o n  concentrée 

est  a l o r s  r a j o u t é  ap rès  l ' au toc lavage .  

Les sources de carbone e t  l a  s o l u t i o n  r é d u c t r i c e  ( cys té ine  H C 1  : 1,25%, 

NapS : 1,25%) préparées  en s o l u t i o n s  concentrées stériles en f l acons  

bouchés sous atmosphère d ' a z o t e  son t  a j o u t é e s  s t é r i l e m e n t  au mi l ieu  

après  autoclavage.  Les concentra t ions  i n i t i a l e s  en s u b s t r a t s  s o n t  

p r é c i s é e s  dans l e  t e x t e .  



Les ac ides  g r a s  à longues chaînes ,  non s o l u b l e s  dans l ' e a u ,  son t  

préparés  en s o l u t i o n s  concentrées de savon de sodium. Ces s o l u t i o n s ,  

généralement f i g é e s  à température ambiante son t  réchauffées avant  

a d d i t i o n  dans l e s  mil ieux.  

La s r ~ l u t i o n  concentrée de ch lo ru re  de calcium e s t  a jou tée  après  

add i t ion  du savon ae  sodium dtA.G.L.C. Il s e  forme a l o r s  un p r é c i p i t é  

homogène de savon de calcium. Sauf p r é c i s i o n  dans l e  t e x t e ,  l e  ch lo ru re  

de calcium e s t  a j o u t é  en q u a n t i t é  équimolaire à 1 'A.G.L.C. 

Le mi l ieu  d é c r i t  e s t  u t i l i s é  pour l e s  enr ichissements ,  l e s  d i l u t i o n s  e t  

numérations. Sauf i n d i c a t i o n  c o n t r a i r e ,  l e  pH i n i t i a l  du mi l ieu  e s t  de 

7,i. 

Les r é s u l t a t s  c i t é s  r é s u l t e n t ,  pour l a  p l u p a r t ,  de l ' o b s e r v a t i o n  d ' a u  

moins 2 c u l t u r e s  inoculées  dans des condi t ions  ident iques .  

3 - Technique d ' i so lement .  

L 'enrichissement e s t  d i l u é  p a r  puissance de 10 en mil ieux l i q u i d e s .  

Ces mil ieux son t  u t i l i s é s  pour l ' i n o c u l a t i o n  (2%) en h o t t e  anaérobie 

(Forma 1020) de tubes  Veil lon (9xl60mn) dans l e s q u e l s  e s t  coulé l e  

mi l ieu  g é l i f i é  par  0,6% d'Agar. Avant p r i s e  de l a  gé lose ,  e t  pour l e s  

souches p roduc t r i ces  ob l igées  d1hydrog6ne, 10% d 'une  c u l t u r e  f r a î c h e  de 

M. hungatei  ou de Desul fovibr io  (en  présence de 30 mM de Na2S04) s o n t  

incorporés  à l a  c u l t u r e .  Les tubes son t  e n s u i t e  s c e l l é s  à l a  p a r r a f i n e  

e t  fermés pa r  des  bouchons c e l l u l o s e .  

Les tubes son t  conservés d r o i t s  à l ' é t u v e .  Les co lon ies  s o n t  pré levées  

pa r  b r i s  du tube ,  a s p i r é e s  en condi t ions  d 'anaérobiose  e t  repiquées  en 

mi l ieu  l i q u i d e .  Les t e s t s  de pure té  reposent  sur : l'ensemencement de 

mil ieux complexes B H I  (Drain h e a r t  i n f u s i o n ) ,  l ' o b s e r v a t i o n  

microscopique des c u l t u r e s  ap rés  incubat ion ,  l a  gamme des s u b s t r a t s  

u t i l i s é s .  

4 - Numérations bactér iennes .  

Les boues de d i g e s t e u r s  s u r  l e s q u e l l e s  s o n t  réalisées l e s  numérations 

s o n t  homogénéisées au t 'Polytrontf durant  5mn, sous courant  d ' azo te .  

Les boues s o n t  e n s u i t e  d i l u é e s  en mil ieux l i q u i d e s ,  en condi t ions  

s t é r i l e s .  3 f l acons  son t  inocu lés  pour chaque niveau de d i l u t i o n  e t  

pour chaque s u b s t r a t  . 



Après incubat ion  e t  éva lua t ion  de l a  cro issance ,  les r é s u l t a t s  s o n t  

exprimés en fonc t ion  des t a b l e s  s t a t i s t i q u e s  de DE MAN (1975) - nombre 

l e  p lus  probable. 

5  - Observations microscopiques. 

En microscopie op t ique ,  l e s  c u l t u r e s  son t  observées à l ' é t a t  f r a i s  ou 

après  f i x a t i o n  au mélange ge lose  1%, glutara ldehyde 1,25%. 

Les observat ions  en microscopie é l ec t ron ique  à balayage s o n t  f a i t e s  

ap rès  f i x a t i o n  des é c h a n t i l l o n s  s e l o n  l a  technique u t i l i s é e  par VERRIER 

(1984).  Microscope à balayage Jeo l  JSM-35CF. 

Nous remercions Monsieur G. PRENSIER (INSERM - U 142 VILLENEUVE D'ASCQ) 

pour l a  p répara t ion  e t  l ' o b s e r v a t i o n  de c u l t u r e s  p a r  microscopie 

é l ec t ron ique  à t ransmiss ion.  



R E S U L T A T S  E T  D I S C U S S I O N  



NATURE ET COMPOSITION DES DECHETS DE LEGUMES UTILISES. Tableau 1 .  



A - METHANISATION EN DEUX ETAPES DE DECHETS SOLIDES DE CONSERVERIE 

1 - SUBSTRATS 

Les déchets  de légumes é t u d i é s  s o n t  des  r é s idus  de pelage de c a r o t t e s ,  

de b e t t e r a v e s  rouges ou d 'éboutage de h a r i c o t s  v e r t s .  

Ils o n t  une teneur  en matière sèche v o i s i n e  de 100g/l e t  70 à 80% des  

mat ières  organiques son t  des glucides facilement hydrolysables ( s u c r e s  

s o l u b l e s  + hémice l lu loses ) .  Ils d i f f è r e n t  sensiblement p a r  l e u r  t eneur  

en f i b r e s  l ignoce l lu los iques  non dégradables.  Celle-ci  est  t r è s  f a i b l e  

dans l e s  déchets  de c a r o t t e s  e t  e l l e  r ep résen te  10% des  mat ières  

organiques de h a r i c o t s  ( t a b l e a u  1). 

Avant fermenta t ion ,  Les déchets  s o n t  broyés en f r a c t i o n s  de moins de 

5 mm (Broyeur K.S. Schne l l ) .  Ils son t  e n s u i t e  r é p a r t i s  en sache t s  

p l a s t i q u e s  e t  s tockés  au congéla teur  à - l a o c .  

II - DISPOSITIF EXPERIMENTAL. ( f i g u r e  

Les deux d i g e s t e u r s  monoétapes témoins s o n t  de type in f in imen t  mélangé. 

Ils o n t  un volume u t i l e  de 161 e t  s o n t  a l imentés  une f o i s  pa r  jour .  

L e s  températures s o n t  régulées  à 35Oc e t  à 55Oc, optima mésophiles e t  

thermophiles des  méthanogènes a c é t o c l a s t e s .  

Le d i s p o s i t i f  en deux é tapes  se compose, pour l a  p a r t i e  l i q u é f a c t i o n  de 

deux r é a c t e u r s  b rassés  de 6 ,51  de volume u t i l e  ( S e t r i c  génie- 

i n d u s t r i e l ) .  Les températures des  deux d iges teur s  son t  respectivement 

r égu lées  à 35Oc e t  60-65Oc, qu i  s o n t  l e s  optima de c ro i s sance  des  

b a c t é r i e s  hydrolyt iques ,  mésophiles e t  thermophiles. 

Les r é a c t e u r s  s o n t  faibiement a g i t é s  (160 rpm). Le pH e s t  mesuré en 

cont inu  e t  il e s t  r égu lé  à une valeur  prédéterminée, pa r  a d d i t i o n  de 

soude. L e s  deux r é a c t e u r s  de liquéfaction-acidogenèse s o n t  a l imentés  en 

semi-continu, Urie f o i s  par  jour  : une f r a c t i o n  du contenu du fermenteur 

e s t  pré levée  par pompage e t  e s t  remplacée p a r  un volume équivalent  de 



DISPOSITIF  EXPERIMENTAL. 

F i g u r e  1 .  
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r é s i d u s  s o l i d e s  addi t ionnés  d ' e f f l u e n t  de s o r t i e  du métnaniseur e t  

d teau .Ce t t e  technique permet d 'une  p a r t  par  l e  recyclage  d 'une  p a r t i e  

de l ' e f f l u e n t  méthanisé de l i m i t e r  i ' a p p o r t  d ' agen t  de n e u t r a l i s a t i o n  

dans l e  r é a c t e u r  d 'acidogenèse e t  d ' a u t r e  p a r t ,  l ' a p p o r t  en propor t ion  

v a r i a b l e  d ' e a u  de d i l u t i o n  permet de f i x e r  indépendamment l a  charge 

volumique e t  l e  tenps de s é j o u r  hydraulique avec ui r é s i d u  de t eneur  en 

mat ière  sèche cons tan te .  

L 'hydrolysa t  e s t  tamisé ( 0 , 8  m m )  e t  s tocké  à 4Oc avant  son i n t r o d u c t i o n  

dans l e  méthaniseur. Le poids sec des mat ières  g r o s s i è r e s  r e t enues  sur 

l e  tamis est déterminé pu i s  c e l l e s - c i  s o n t  é l iminées .  

L a  méthanisat ion des hydrolysa ts  e s t  r é a l i s é e  sur un f i l t r e  anaérobie 

mésophile, de 3,8 1 u t i l e  (volume occupé par  l e  suppor t )  a l imenté  en  

f l u x  ascendant .  Le support  e s t  c o n s t i t u é  d'anneaux de PVC de 1 , 5  cm de 

diamètre e t  dont  l e  c o e f f i c i e n t  de v ide  e s t  de 81%. 

Le r é a c t e u r  e s t  a l imenté  en cont inu  pa r  pompe p é r i s t a l t i q u e .  La p a r t i e  

occupée p a r  l e  suppor t  e s t  surmontée d ' u n  s6para teur  gaz-ef f luent  q u i  

sert  également de décanteur i n t e r n e .  La s o r t i e  d ' e f f l u e n t  s e  f a i t  p a r  

débordement ( f i g u r e  1) .  Pour a s s u r e r  l 'homogénéité de l a  phase l i q u i d e  

e t  é v i t e r  l ' a p p a r i t i o n  de chemins p r é f é r e n t i e l s ,  l ' e f f l u e n t  e s t  r e c y c l é  

dans l e  méthaniseur. La fréquence optimale de recyclage  e s t  d é c r i t e  p a r  

l a  s u i t e .  

* Les product ions  de gaz des  d i f f é r e n t s  r é a c t e u r s  s o n t  mesurées 

par  compteur à impulsion (MOLETTA - 1982). Ce compteur peut  ê t r e  couplé  

à un e n r e g i s t r e u r  pour l e  s u i v i  des  c i n é t i q u e s  de production de gaz. 

* Les fermenteurs mésophiles s o n t  inoculés  par  l e s  boues d 'un 

d iges teur  de méthanisat ion i n d u s t r i e l  ( c o n s e r v e r i e ) .  Les fermenteurs 

thermophiles s o n t  inoculés  p a r  une populat ion bactér ienne  adaptée à l a  

méthanisat ion thermophile (55Oc) d 'un  mélange de boues urbaines  e t  de  

r é s i d u s  sol ides .Le  d i s p o s i t i f  de l a b o r a t o i r e  permet d ' é t u d i e r  l e s  deux 

é tapes  de façon d i s t i n c t e .  Il n ' y  a pas  couplage d i r e c t  e n t r e  l e  

r é a c t e u r  de l i q u é f a c t i o n  e t  l e  r é a c t e u r  de méthanogrnSse. Dans n o t r e  

d i s p o s i t i f  expér imenta l ,  les temps de s é j o u r  hydraulique peuvent ê t r e  

r égu lés  de façon indépendante dans l e s  deux d iges teur s .  



METHANISATION MONOETAPE DE RESIDUS DE C A R m S  

Tableau 2 .  

Thermophile Mesophile 
55 OC 3S0C 

1 J 
IALE 

: T.S.H. j 13 22,8 

: Charge  MO/& j 6,25 3,63 
( charge l i m i t e  ) (charge l im i t e  : 4,4) : 

: 1 biogaz/g MO 0,742 O ,  774 

: e m4/L. j 

: p H  moyen en f i n  de charge 

: % CH moyen en f i n  de 4 
: charge 

: % CH moyen 4 

: Résidu méthanisé 

: - MST ( g / l )  ( %  réduction) 

: - MVT (g/& ( %  réduction) 

: - oc0 t o t a l e  (go2/& 

: - oc0 soluble  (go2/& 



III - RESULTATS. 

1 - Méthanisation des déche t s  de pelage de c a r o t t e s  p a r  l e  procédé 

conventionnel.  

Le but  des  e s s a i s  u t i l i s a n t  l e  procédé inf in iment  mélangé e s t  d ' é t a b l i r  

des v a l e u r s  témoins à l ' a i d e  d 'un  procédé c las s ique  b ien  adapté  à l a  

méthanisat ion des  r é s idus  s o l i d e s  é t u d i é s .  

Les charges volumiques maximales app l i cab les  aux fermenteurs 

thermophile e t  mésophile s o n t  respectivement de 6 ,25  e t  4 ,4  g  de 

matière organique par  l i t r e  e t  pa r  jour .  Ces taux de charges 

correspondent au début de l t accumula t ion  de propionate  r é s i d u e l .  Dans 

l e s  deux c a s ,  les  temps de s é j o u r  (13  e t  23 j o u r s )  ne son t  p a s  

l i m i t a n t s  pour l a  méthanogenèse à p a r t i r  de l ' a c é t a t e .  

Les rendements de dégradation de l a  mat ière  organique en méthane son t  

équ iva len t s  en mésophile e t  en thermophile : respectivement 0 ,371 e t  

0,364 1 de méthane par  gramme de matière organique i n t r o d u i t e  

( t a b l e a u  2 )  . 
* Comportements c iné t iques .  

Le mode d ' a l imen ta t ion  d i scon t inu  e n t r a î n e ,  e n t r e  deux a p p o r t s ,  une 

évolut ion  non é q u i l i b r é e  de l a  méthanisat ion.  

Les s u i v i s  s u r  24 h  des  c i n é t i q u e s  de fermentat ion obtenues à 35 e t  à 

55Oc, lorsque  l e s  fermenteurs son t  à l e u r  charge maximale, s o n t  

p résen tés  s u r  l e s  f i g u r e s  2 e t  3. En thermophile, l e s  6 tapes  

d 'acidogenèse e t  de méthanogenèse a c é t o c l a s t e  son t  accé lé rées ,  l e  

procédé accepte  une charge volumique supérieure.De p l u s ,  pour une 

accumulation t r a n s i t o i r e  d ' a c é t a t e  p l u s  é levée ,  l a  b a i s s e  du pH e s t  

p lus  l i m i t é e  qu ' en  mésophile c e  qui  permet de penser  que l e  a i l i e u  e s t  

mieux tamponné. 

Dans l e s  deux c a s ,  l ' augmenta t ion  de l a  charge volumique e s t  l i m i t é e  

par  l t accumula t ion  de propionate.  Aux deux températures,  e t  pour l e s  

taux de charges maximaux, l ' accwnula t ion  de propionate coïncide  avec 

l ' a p p a r i t i o n  d'hydrogène dans l e  gaz : 30 mn après  l ' a l i m e n t a t i o n ,  l a  
-4 

PH2 e s t  de 2 x  10 atm. Après 90 mn, l a  PH e s t  i n f é r i e u r e  au s e u i l  de - 2 
d é t e c t i o n  ( 10-~atm ) , mais l e  propionate  n ' e s t  pas dégradé. 



A : ACEÏATE . : *OP IONATE 



Dégradat ion d'une charge (6 ,5  9 M.O./L) en r é a c ~ e u r  monoétape thermoph i le .  F i g u r e  3. 

A: ACETATE 

: WOP I ONATE 

1 ,  
I 1 

5 1 O 15 20 HEURES 
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SYNTHESE DES RESULTATS DE LIQUEFACTION-AC100GtNkSt Dt  ~ t # T t l b  buLiut>.------ -- 

BETT.: pelages de betteraves rouges. 1 :  Pas de chauffage p réa lab le  de l ' a l imen ta t ion .  

: SUBSTRAT 

CAROTTE : pelages de caro t tes .  ( 2 ) :  Liquéfact ion incompléte. 

MEL. LEG.: mélange de déchets. 

HARICOT: équeutage de ha r i co t s  ve r ts .  

Tableau 3 .  

. PH T.S.H. 
j. 

C.V. 
g M.O./L.j 

1 

TEMP. PROD. EN AGV REND! AGV CONCENTRATIONS DANS LE REACTEUR L-A g/L. 

5,5 

2 

2 

4 

4 

2 

2 

3,5 

3 

3 

2 

2 

8,7 (2)  

12 

14 

14 

8,7 (2)  

12 

17.8 (21 

17,8 (21 

14 

14 

MESOPH I LE. 

HAR 1 COT 

HAR l COT 

BETT . 

CAROI'JE 

tjARlCOT - 

HAR 1 COT 

- 
5,5 

6 , 5  

6,5 

6,5 

- ,#.+ 
35 1,41 O,  163 O O 6,54 3.94 2,84 O 1,98 0,93 O 

3 5 

35 

3 5 

60 1 

60 1 

60 1 

60 1 

60 

55 

60 

55 

THERMOPHILE. 

2,36 

2,91 

2,72 

1,34 

3,03 

4,25 

2.66 

2,16 

2,2 

2 ~ 6  

2.88 

BETT . 

CAROTTE 

CAROTTE 

CAROTTE 

MEL. LEG. 

MEL. LEG. 

5,5 

6,5 

6,5 

6,5 

6,5 

0,5 

O, 197 

O,  208 

O ,  194 

O, 154 

0,253 

0,272 

O, 149 

O, 152 

O, 154 

0,186 

0,206 

0,49 

0,71 

0,84 

O 

0,08 

0,04 

0,04 

0,86 

1,25 

1,27 

1 ~5 

0,041 

0,051 

0,06 

O 

0,007 

0,002 

0,002 

0,06 

0,088 

0,091 

0,11 

5,42 

9,6 

16,52 

2,3 

1,s 

3,27 

2,77 

2,52 

5,78 

6.0 

6,44 

9,81 

11,37 

12,9 

7,32 
-- - 

10 

4,73 

4,O 

4,13 

5,04 

5,88 

0,93 

5,53 
- 

1,9 

5,Ol 

0,2 

0,67 

1.15 

0,72 

0,8 

1,37 
- - 

0,7 

0,88 

0,16 

0,15 

0,39 

O 

0;18 

O 

0,25 

0,92 

0,8 

0,92 

O 

O 

O 

O 

0,2 

0, l  

0 , l  

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

0 , l  

0.27 
- 

0,1 

0 , l  

1,5 

185 

2 ~ 5  

2 ,O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 
L 



2 - Liquéfaction e t  acldogenèss. 

L 'évaluat ion do l 'avancement de l e  l i q u é f a c t i o n  e s t  f a i t e  se lon  deux 

c r i t è r e s  : l e  premier e s t  d i f f i c f  lement q u m t i f i a b l e  : l a  I f  quéfnction 

e s t  considérée comme complète lorsque l 'hydrolysa% ne c o l n a t e  pas au 

ramis (mai l lage  0,8 m m ) .  11 ne s u b s i s t e  a l o r s  que des  f i b r e s  

d i f f i c i l e m e n t  fermentescibles-  Le second e s t  l a  q u a n t i f i c a t i o n  p a r  l a  

production d ' a c i d e s  gras v o l a t i l s ,  d ' é thano l  e t  de gaz. 

Les propor t ions  des  d i f f 6 r e n t s  composés dépendant des  condi t ions  de 

l i q u é f a c t i o n ,  c e t t e  valeur  est  ramenée en gramme de carbone contenu 

dans l e s  p rodu i t s  d'acidogenèse e t  e s t  exprimée en  rendement de 

conversion de l a  matière organique ou en p roduc t iv i t é  par r appor t  au  

volume de r é a c t e u r .  L 'hydrolysat  tamisé c o n t i e n t  encore des  f i n e s  

p a r t i c u l e s  en suspension. La  mesure de c e s  matières en suspension dans 

l e s  hydrclysats  e s t  d i f f i c i l e  du f a i t  de la  v i s c o s i t e  du produi t .  Leur 

q u a n t i f i c a t i o n  e s t  est imée à p a r t i r  de l a  d i f fé rence  e n t r e  l e s  analyses  

de DCO t o t a l e  e t  de DCO s o l u b l e  sur les  e f f l u e n t s  de  l iquéfac t ion .  

a - Obtention de l a  sépara t ion  des phases. 

A p a r t i r  de boues méthanogènes p lacées  dans l e  d iges teur  de 

l i q u é f a c t i o n ,  l 'augmentat ion de l a  charge volumique en t ra fne  rapidement 

l 'accumulation de métabol i tes  in termédia i res .  Cela sous-entend qu'avec 

ce  type de r é s i d u s ,  l a  v i t e s s e  d 'hydrolyse de i a  p l u p a r t  des  f r a c t i o n s  

organiques n ' e s t  pas l e  f a c t e u r  l i m i t a n t  l e  processus global  de 

méthanogenèse . 
L a  sépara t ion  des  phases e s t  obtenue p a r  l a  l i m i t a t i o n  des réac t ions  

d f a c é t o c l a s t i e  dans l e  r é a c t e u r  de l iquéfac t ion .  L ' i n h i b i t i o n  de l a  

méthanogenèse a c é t o c l a s t e  peut  r é s u l t e r  : de l a  r é g u l a t i o n  du pH de 

l i q u é f a c t i o n  à une valeur  i n f é r i e u r e  à l'optimum de pH des a c é t o c l a s t e s  

; de l ' a p p l i c a t i o n  d 'un  temps de s é j o u r  hydraulique i n f é r i e u r  au temps 

de doublement des méthanogènes ; ou du choix d 'une  tempSrature de 

l i q u é f a c t i o n  d i f f é r e n t e  de La température optimale des a c é t o c l a s t e s  : 

ce dern ie r  paramètre e s t  seulement u t i l i s a b l e  en thermophi l ie ,  où l e s  

temperatures optimales des  hydrolytiques (65OC) e t  des  a c é t o c l a s t e s  

(55OC) sont  d i f f é r e c t e s .  
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Influence du pH su-* l a  l i q u é f a c t i o n  des déchets  de pelape de 

betteraves rouges. 

Sans con t rô le  de pH, c e l u i - c i  chute rzpidement dans l e  r é a c t e u r  

d 'aciaogenèse pour se s t a b i l i s e r  à une valeur  vo i s ine  d e  $,O avec 

production d ' a c i d e  l a c t i q u e .  Le rendement de l i q u é f a c t i o n  e s t  t r è s  

f a i b l e .  

Le pH é t a n t  r égu lé  à 5,5 ,  pH optimum pcur l l ac idogenèse  des  s u c r e s  

simples (ROY - 1982), l a  l i q u é f a c t i o n  des déchets  de be t t e raves  e s t  

incomplète e t  l e s  rendements en AGV s o n t  f a i b l e s  ( tableaux 3 e t  4 ) .  

En mésophile e t  en thermophile, l e  gaz produi t  ne con t i en t  p a s  de 

méthane, malgr4 l ' a p p o r t  d ' e f f l u e n t  du f i l t r e  de méthm.isation. 

A pH 5,s l e s  ac ides  organiques non vo.Latils, l a c t a t e  en p a r t i c u l i s r  ne 

son t  p lus  décelés  dans les p r o d u i t s  d 'acidogensse.  

Après réensemencement du réac teuz  de l i q u é f a c t i o n  e t  en régu lan t  l e  pH 

su  voisinage de l a  n e u t r a l i t é ,  l e  rendement de l i q u é f a c t i c n  e s t  

fortement amélioré mais les équivalents  a l c a l i n s  nécessa i res  au 

c o n t r a l e  du pH indu i sen t  un pH supér ieur  à 8,Cl e t  une i n h i b i t i o n  de l a  

méthanogenèse dans l e  r é a c t e u r  f i l t r e  de  méthanisation. 

Les mei l l eu rs  r é s u l t a t s  s o n t  obtenus en régu lan t  à 6 , s  l e  pH de 

l iquéfac t ion .  L'hydrolyse e s t  équivalente  e t  l ' a d d i t i o n  d 'agent  

n e u t r a l i s a n t  n ' i n d u i t  pas d ' i n h i b i t i o n  de l a  méthanisation. 

Les e s s a i s  de l iquéfac t ion  à p a r t i r  d ' a u t r e s  t j p e s  de déchets ,  qui  fon t  

l ' o b j e t  des r é s u l t a t s  s u i v a n t s  son t  r é a l i s é s  en régu lan t  l e  pH à c e t  

optimum de 6,5. 

c - Influence de la  température e t  de l a  natule des résidus s o l i d e s  s u r  

l e s  performances de l i q u é f a c t i o n  à pH 6,5. 

A pH 6 , 5  lorsque l e  s u b s t r a t  e s t  uniquement d i l u é  pa r  de l ' e a u ,  l a  

q u a n t i t é  de soude nécessa i re  5 l a  r égu la t ion  du pH ( n e u t r a l i s a t i o n  a e s  

p rodu i t s  dtacidogenSse) e s t  d 'environ 2 à 3 rnmole NaOH p a r  gramme de 

matière organique i n t r o d u i t e .  

Les r e s u l t a t s  de l iquéfac t ion  nésophile e t  thermophile s o n t  r e p o r t é s  

s u r  l e s  tableaux 3 e t  4. 



LIQ'dEFACTION DES SESIDUS SOLIDES SE CONSERVERIE - B I L A N  DE CONVERSION 

DE LA MATIERE ORGANIQUE I N I T I A L E .  

POURCENTAGES DU 

CARBONE ORGANlQUE 

I N I T I A L  RETROUVE 

DANS LES P W D U  I T S  

HYDROLYSAT: 

- COMPOSES 3 SOLUBLES 

- MAT1 ERES EN 

SUSPENS ION 

( <  0,8 mm) 

GAZ : - 
- CO2 

- CH4 

REFUS AU 

TAM 1 S 

( )  0,8 mm) 

B l LAN CARBONE 

DECHETS DE CAROTTES 

s 
MESOPHILE 35Oc  THERMOPHILE 60' 

2 j .T.S .H. l 2 j. T.S.H. 

DECHETS DE HARICOTS 

t 

MESOPHILE 3S0,THERMOPHILE 60' 
2 j. T.S.H. 2 j. T.S.H. 



* Liquéfaction des déchets  de pelage de carottea. 

- En &sophile, p w r  une charge volumique de 12 g M.C!jl .  j e t  un temps 

de sé jour  de 2 jours ,  l a  l i q u é f a c t i o n  est complète, l a  f r a c t i o n  re tenue  

au tamis e s t  n<:gligee.ble. Les p rodu i t s  d 'acidogenèse son t  des  ac ides  

g ras  v o l a t i l s  de C2 à CG. Le gaz de fermentat ion e s t  c3mposé de CO e t  2 
CH (77 e t  23 %) e t  de t r a c e s  d'hydrogène. 

4 - 3n therraophile (6O0r) e t  d a i s  l e s  mêmes condi t ions  d ' a l i n e n t z t i o n  

qu 'en  mésophile, l e  rendement d'acidogenèse e s t  augmenté. Les p rodu i t s  

d'acidogenèse s o n t  principalement a c é t a t e ,  bu ty ra te  e t  éthanol .  

L e  gaz c o n t i e n t  CO H e t  CH (58, 29 e t  3 76). L e  pourcentage de 
2'  2 4 

méthane augmente de 1 % apres  L'al imentat ion jusqui& 20 % r n  f i n  de 

7iq1.16faction. 

Au cours  de c e s  e s s a i s ,  l e s  déchets  o n t  été i c t r o d u i t s  sans 

préchauffage p réa lab le .  Compte-tenu du volume important d ' a l imenta t ion ,  

il en r é s u l t e  une b a i s s e  momentanee de l a  températ.ure dans l e  

fermenteur (chute  v e r s  40°c pu i s  remontée progress ive  à 60°c en 1 h 

environ) . 
La comparaison des  b i l a n s  de l i q u é f a c t i o n  mésophile e t  therrnophile d e s  

déchets  de c a r o t t e s ,  exprimés en pourcentage de conversion du carbone 

ae  l a  matière organique ( t a b l e a u  5 )  donnt un avantage au procédé 

thermophile an terme de conversion de l a  matière organique en 

in termédia i res  de fermentat ion.  De p l u s ,  qual i ta t ivement ,  l e s  p r o ~ u i t s  

d 'acidogenèse thermophile son t  p lus  propices à l a  méthanogenèse. 

* Liquéfaction des déchets  de haricots verts. 

- En mésophile, pour une charge voiumique de 14 g de M.O/l.j e t  1 x 1  

temps de sé jour  de 2 jours ,  l a  l iquéfac t ion  e s t  cornplPte mais des 

f i b r e s  non d i g e s t i b l e s  s o n t  re tenues  au tamis. La q u a n t i f i c a t i o n  de 

c e t t e  f r a c t i o n  non d i g e s t i b l e  e s t  d i f f i c i l e  du f a i t  de l a  décanta t ion 

des f i b r e s  dans l e  r é a c t e u r  au moment du prélèvement. 

En fonctionnement en mode b rassé ,  c e s  f i b r e s  sont  en suspension dans l e  

r é  ilc t e u r  . 
On est ime ce%e f r a c t i o n  re tenue au tamis à environ 10 à 15  % de l a  

matisre organique i n t r o d u i t e .  

L ' a c é t a t e  e s t  l e  p r i n c i p a l  produi t  d 'acidogenèse.  Le gaz s e  compose de 

CO2 e t  CH4 (74 st 26 %) e t  ne cori t ient  p a s  de t r a c e s  d'hydrogène. 





L ' a r r ê t  de l ' a l i m e n t a t i o n  dit r e a c t e u r  dont on s u i t  l t é v o l u t i c n  en batch  

montre que l e  gain en AGV formé à p e t i r  des n a t i è r e s  organiques 

r é s i d u e l l e s  es t  de 15  % aprGs 7 jours  ( t a b l e a u  6). 

- En Wie%-etophile, e t  pour un même taux  de charge,  l a  propor t ion de 

f i b r e s  non d i g e s t i b l e s  e s t  ident ique .  

Les déchets  d i l u é s  s o n t  préchauffés à 60°c avant  l e u r  in t roduc t ion  dans 

l e  r é a c t e u r  de l iquéfac t ion .  Le choc de températur2 l o r s  de 

l ' a l i m e n t a t i o n  e s t  sugprimé. On c o n s t a t e  l a  d i s p a r i t i o n  de  l 'hydrogène 

dans l e  gaz de fermentat ion.  Celui-ci se compose de CO et CH4 2 
(62 e t  38 %) . L ' a c é t a t e  e s t  encore l e  p r i n c i p a l  produi t  d f  acidogenèse. 

Les b i l a n s  de l i q u é f a c t i o n  ( t a b l e a u  5) e t  l es  p rodu i t s  d 'acidogenèse 

son t  ident iques  aux deux températures. La p roduc t iv i t é  en méthane au 

réac teur  thermophile e s t  de 1,27 l / l . j  contre? O , ? 1  1 C H 4 / 1 . j  en 

mésophil e . 
La diminution de l a  température, en thermophile, de 60°c à 55Oc modifie 

sensiblement les p rodu i t s  de l iqu6fac t ion  : l a  proport ion d ' ac ide  

butyrique es t  augmentée au dét r iment  de l a  production d ' a c é t a t e ,  malgré 

une production de méthane accrue. 

Cela s i g n i f i e  q u f u i e  p a r t i e  du méthane e s t  p rodu i te  pa r  des  

méthanogènes a c é t o c i a s t e s  qui  sont  a l o r s  B l e u r  cptimum de tempgratwe.  

Pour expl iquer  l e u r  développement, l e  temps de s é j o u r  hydi-aulique é t a n t  

de 2 jours ,  on d o i t  admettre l a  f i x a t i o n  e t  l a  r é t e n t i o n  de c e s  

b a c t é r i e s  s u r  l e s  f i b r e s  non d i g e s t i b l e s  en suspension dans l e  r é a c t e u r  

de l i q u é f a c t i o n  e t  dont l e  temps de sé jour  moyen e s t  supér ieur  au temps 

de sé jour  hydraulique. 

d  - Inf luence  du taux de d i l u t i o n  

A charge volumique constante ,  l e  mode d ' a l imenta t ion  u t i l i s é  e n t r a î n e  

une augmentation des concentra t ions  en p rodu i t s  d 'acidogenèse dans l e  

r éac teur  lorsque l e  taux de d i l u t i o n  r s t  diminué. 

En l i q u é f a c t i o n  thermophile de aéche t s  de c a r o t t e s  (60°c) e t  en 

1 absence de méthanogenèse de réduct ion (non précnauf fage au s u b s t r a t  ) , 
p o u .  un temps d= s é j o u r  de 2 jours ,  l e  passage d 'une charge volumique 

de 12 g  de mat ièr r  organique/l .  j à une charge ae  17,8 de 

M . O / l . j  s'accompagne d 'une  augmentation de l a  p roduc t iv i t z  en AGV du 

s y s t  èmr . 





L'hydrolysat  devient  d i f f i c i l g  à tamiser  (augmentation de l a  

v i s c o s i t é ) .  Par con t re ,  à charge vclumique c o n s t u i t e  (17 ,8  g M . O / l .  J. ) 

l 'augmentat ion du temps de s é j o u r  a un e f f e t  très défavorable s u r  l a  

p roduc t iv i t é  du réac teur  de  l i q u é f a c t i o n  e t  s u r  l a  conversion acidogène 

de la  matière organique. La concen t ra t ion  en AGV - ethano1 dépasse 

a l o r s  20 g / l  dans l e  fermenteur e t  des sucres  non fermentés 

s ' accu iu len t  dans l e  mi l ieu  (1 g / l  de suc res  t o t a u x ) .  

Les propor t ions  r e l a t i v e s  des  in te rmédia i res  de fermentat ion ne s o n t  

pas modifiées ( t a b l e a u  7) .  

En l i q u é f a c t i o n  rnésophile de déchets  de h a r i c o t s ,  pour une charge 

volumique de 14 g M . O / l .  j ,  la  diminution du taux de d i l u t i o n ,  de 

0 , 5 ~ - '  à 0,25~- '  i n d u i t  une concsn t ra t ion  t o t a l e  en AGV dans l e  

d iges teur  de 27 g/1. La p r o d u c t i v i t é  en AGV e s t  légèrement diminuée 

mais qual i ta t ivement ,  la  l i q u é f a c t i o n  reste complète e t  l e  gaz p rodu i t  

ne c o n t i e n t  que CO e t  CH4. 2 

e - Devenir des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  g luc id iaues  - Numération 

bactérienne.  

La comparaison des  f r a c t i o n s  g lucidiquos  des déchets  b r u t s  de h a r i c o t s  

v e r t s  e t  des f i b r e s  non d i g e s t i b l e s  qui  s 'accumulent dans l e  r é a c t e u r  

de l i q u é f a c t i o n  thermophile (60°c)  montrent que c e s  d e r n i è r e s  s o n t  

e n r i c h i e s  en    cellulose^^ e t  " l ignine"  e t  t r è s  appauvries en sucres  

s o l u b l e s  ( t ab leau  8 ) .  

Un dénombrement bactérien s u r  l a  populat ion de c e  d iges teur  donne les  

r é s u i t a t s  su ivan t s  : 

s u b s t r a t s  : nombre de b a c t é r i e s  par  ml/types bac té r i ens  

glucose 

xylane 

amidon 

c e l l u l o s e  

hydrogène 

9 
11 1 0  ferrnentatives 

9 5 10 hernicel lulolyt iques 
9 

11 10 amylolytiques 

11 IO'@ c e l l u l ~ l y t i q u e s  
8 9 10 methanogènes hydrogenophi 1 e s  
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L'a l imenta t ion e s t  interrempue e n s u i t e  durznt  30 minutzs e t  pendant l e s  

15  de rn iè res  minutes, l a  r e c i r c u l a t i o n  fonctionne pour homogenéiser l e  

contenu du fermenteur e t  é v i t e r  l a  c r é a t i o n  de chemins p r é f é r e n t i e l s .  

Le taux de r e c i r c u l a t i o n  e s t  S 'environ 4 volumes de réac teur  p a r  24 

heures. 

Par  c e  mode de r e c i r c u l a t i o n ,  un e f f e t  lit de boue e s t  f avor i sé  e t  s e  

superpose à 1 ' e f f e t  f i l m  f i x é .  

b - Méthanisation de l ' h y d r a l y s a t  thermophile. 

Les r é s u l t a t s  de  méthanisat ion en f i l t r e  de l ' h y d r o l y s a t  thermophile 

obtenu à p a r t i r  des déchets  de c a r o t t e s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d 'une 

p résen ta t ion  (VERRIER - 1983) dont 1 ' a r t i c l e  d'accompagnement e s t  

i n c l u s  en annexe à c e  mémoire. 

Nous en rappelerons seulement les principaXes performances. 

Une p r o d u c t i v i t é  mzximale en méthane proche de 7  1 CH / l . j  e s t  obtenue 
4 

pour une charge volumique de 35 à 40 g  D C O / l . j .  

Le temps de s é j o u r  hydraulique e s t  a l o r s  de 20 heures.  

Pour une charge volumique moyenne de 1 3 , 6  g DCO/l.j, l e s  a spec t s  

p roduc t iv i t é  en  méthane ( 4 , 5  1 C H 4 / l . j )  e t  rendement d ' épura t ion  

( 8 7 , 5  % d 'é l imina t ion  de l a  DCO t o t a l e  i n t r o d u i t e )  son t  é q u i l i b r é s  

( t a b l e a u  9 ) .  C e  niveau de charge opt imise  l a  p roduc t iv i t é  du procédé en 

deux phases. 

c  - Méthanisation de l'hydrslysat mésophile. 

La méthanisat ion en f i l t r e  de l thydro2ysa t  de déchets  de h a r i c o t s  v e r t s  

a b o u t i t  à des performances t r 6 s  vo i s ines  de c e l l e s  obtenues avec 

l ' h y d r o l y s a t  thermophile. Tour une charge volumique de 1 4 , 2  g DCO/l.j, 

l a  p roduc t iv i t é  en méthane du f i l t r e  e s t  de 4,l l / l . j .  

L e  pourcentage d ' é l i m i n a t i o n  de l a  DCO t o t a l e  i n t r o d u i t e  e s t  de 90 %. 

Les r é s u l t a t s  de méthanisat ion en f i l t r e  mésophile son t  réscmés s u r  l e  

t ab leau  9. 

Rappelons qu ' à  d e s  taux de charge v o i s i n s  de 14 g DCO/l.j, l a  

méthanisation dans l e  f i l t r e  e s t  t r è s  s t a b l e  à p a r t i r  des deux 

s u b s t r a t s ,  l a  sharge volumique maximale pouvant dépasser  30 g D C O i 1 . j .  



PERFORMPNCES COMPAREES DES PROCEDES DE METHANISATION DE DECHETS 

SOLIDES DE LEGUMES. Tableau 

( 1 )  CH, p r o d i l i t  dans l e  f i l t r e  
Li 

(2 )  sans c o m p t a b i l i s e r  l s s  f i b r e s  non d i g e s t i b l e s  é l i m i n é e s  e n t r e  l e s  

deux é tapes .  

7 

DEUX ETAPES 

MESO. /MESO. 

HAR I COTS 

BRASSE 3 5 ' ~  

+ FILTRE 35Oc 

5 1 %/49% 

1 :  2 

2 :  2,25 

14 

7,36 

MONOETAPE 

MEÇOPHILE 

CAROTTES 1 

MONOETAPE !' 
THERMOPHiLE 

CAROTTES 

BRASSE 

55Oc 

13 

0,08 0,71 

SYSTEME : 

SUBSTRAT 

DEUX ETAPES ,' 

ThERMO/MES9. 

CAROTTES 

BRASSE 60°c i 

+ FILTRE 35' 

47$/53% 

1 :  2 

2: 2,3 

PRODUCT I V ( TE 

EN CH4 L /L . j .  

PROCEDE. 

$ CH4 DANS LE 

B l OGAZ 

RENDEMENT 

L CH4/g M.O. 

INTRODUITE 

% EPURATIOK 

/ M.O. i n t r o .  
* 

, 

12 

5,65 

3 M.O./L.j. 

CYARGE VOL. 

FROCEDL 

3 M.O.1i. j .  

: ,35 

4 8 

O ,37 

8 7 

CARACTERISTI- BRASSE 

QUES. 3 5 ' ~  

RAPPORT VOLUMES 

1 

T .S .H. j o u r s .  

C.V. ETAPE 1 

3,6 

( l i m i t e  4,4: 

2,27 

49 

0,36 

2 3 

6,25 

'p3'( 1 )  

7 5 

O ,42 

I 
83 1 9" 95,4;2) 

2 , y  , )  

8 3 

2,39 

6 0 I 

0,325 



4 - Méthanisation en deux é tapes  - comparaison des procédés. 

La p r o d u c t i v i t é  du procédé deux é tapes  e s t  maximale pour une 

p roduc t iv i t é  du f i l t r e  comprise e n t r e  4 st 5 1 C H 4 / l . j  iVEiiRIER - 1983) 

- annexe 2. 

Les b i l a n s  de méthanisat ion par  l e  procédé 2 phases, p résen tés  s u r  l e  

t ab leau  10 son t  c a l c u l é s  en a j u s t a n t  les va leurs  ae  l i q u é f a c t i o n  e t  de 

niéthanisation pour t e n i r  compte des  volumes r e s p e c t i f s  des  deux 

r é a c t e u r s  dans l e  système couplé optimal .  

Le système deux é tapes  correctement dimensionné comporte a l o r s  deux 

fermenteurs de volumes u t i l e s  presque équivalents .  

Le taux d'épuration du procédé deux é tapes  e s t  c a l c u l é  en cons idé ran t  

un recyclage  de l ' e f f l u e n t  épuré du f i l t r e  pour l a  d i l u t i o n  e t  l a  

n e u t r a l i s a t i o n  de l a  première é t ape  : l e  volume d ' e f f l u e n t  ivacué du 

système e s t  a l o r s  é g a l  au volume des déchets  s o l i d e s  i n t r o d u i t s .  

Dans l e  c a s  des  déchets  de c a r o t t e s ,  l e  c z l c d  e s t  c o r r e c t .  

P a r  c o n t r e ,  dans l e  c a s  des déchets  de h a r i c o t s ,  ce c a l c u l  ne  f a i t  pas 

i n t e r v e n i r  i e s  f r a c t i o n s  non d i g e s t i b l e s  q u i  o n t  é t é  é l iminées  e n t r e  

l e s  deux é tapes .  

C e  d e r n i e r  po in t  expl ique  l e  p lus  f a i b l e  rendement de conversion de l a  

matière organique en méthane des déchets  de n a r i c o t s  p a r  r appor t  au 

rendement obtenu pour l e s  r é s i d u s  de c a r o t t e s  (0,325 1 CH4/g M.0 e t  

0,42 1 CH4/g M.0 respect ivement) .  

Le système en deux é tapes  p résen te ,  pa r  r a p p o r t  au proc6dé c l a s s i q u e  

monoétape, des performances de p r o d u c t i v i t é  en méthane e t  d ' u t i l i s a t i o n  

du s u b s t r a t  t r è s  i n t é r e s s a n t e s  ( t a b l e a u  1 0 ) .  

En p a r t i c u l i e r ,  l e  procédé dei= phases mésophile, à p a r t i r  de déchets  

de h a r i c o t s  v e r t s ,  e s t  capable de performances supér i eu res  au procédé 

monoétape thermophile de méthanisat ion des déchets  de c a r o t t e s ,  b i e n  

que c e  d e r n i e r  s u b s t r a t  contienne moins de f r a c t i o n s  non d i g e s t i b l e s .  

De p l u s ,  dans c e t t e  comparaison, l e s  deux r é a c t e u r s  du procédé avec 

s é p a r a t i o n  dss  phases ne s o n t  pas à l e u r s  taux de charge maximal, 

cont ra i rement  aux fermenteurs monoétapes. 



l 
Résidus so l ides  de conserverie Figure 4.  

1 i! 
l broyage 
1 

l 
1 contrôle étape de Pr inc ipa les  réac t i ons  m é t a -  

I 
l boliques : 

l iqu6fact ion : - hydrolyse 

- acidogenèse - méthanogen4se de réduc-. 
t i o n  

i ( (cH4 
gaz ( (CO2 

Matières gross iè res  tamisage 
en suspension 4+.111. (*2 

( f r ac t ion  d i f f ic i lement  
fermentescibie 1 1. acides gras  v o l a t i l s  

hydrolysat a lcools  
" l iquéf ié"  ' 1 . '  . matières f i nes  en 

suspension 
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I V  - DISCUSSION ET CONCLUSION 

: - Fermenteurs monoékapes. 

A u x  deux températures,  l e s  p o s s i b i l i t é s  de  méthanisat ion des  déche t s  de 

c a r o t t e s  son t  limitées pa r  l~acc r imula t ion  de propionate.  L ' appar i t ion  l 

du propionate coïncide  avec l a  d é t e c t i o n  de  t r a c e s  d'hydrogène dans l e  

gaz de fermenta t ion  j u s t e  ap rès  l a  charge (a l imenta t ion  en semi I 
1 

con t inu) .  La p ress ion  p a r t i e l 1 2  d'hydrogène s e r a i t  a l o r s  t r o p  é levée  l 
1 

pour que la  voie  d 'acé togenèse ,  à p a r t i r  du propionate,  s o i t  I I 

thermodynamiquement poss ib le  d 'où  une l i m i t a t i o n  de l a  c ro i s sance  e t  de 1 

1 ' a c t i v i t é  des b a c t é r i e s  acétogènes. l 
L ' a p p a r i t i o n  de propionate pour une charge volumique p lus  é levée  en 

1 

thermophile peut  s ' e x p l i q u e r ,  s o i t  comme c e l a  a d é j à  é té  observé,  pa r  l I 

une synthèse p lus  f a i b l e  de propionate p a r  l e s  populat ions acidogènes 1 
thermophiles,  s o i t  par  une a c t i v i t é  supér ieure  des méthanogènes 1 
hydrogenophiles thermophiles q u i ,  p a r  l e u r  a c t i o n  sur l a  p ress ion  

p a r t i e l l e  d'hydrogène, f a v o r i s e n t  l e s  vo ies  d 'acétogenèse.  

L 'a l imenta t ion  en continu des  fermenteurs brassés  é v i t e r a i t  l e  

déséqu i l ib re  t r a n s i t o i r e  de l a  rnéthanisation e t  l e s  taux de charge 

devra ien t  pouvoir ê t r e  sensiblement augmentés. 

2 - Etape de l iqué fac t ion .  

Le terme dth: jdrolyse,  qui  désigne l a  p a r t  de  l a  matière organique 

s o l u b i l i s é e  après  l i q u é f a c t i o n  e s t  employé dans ces  t ravaux dans ün 

sens  p lus  technologique. E l l e  e s t  mesurée p a r  l a  f r a c t i o n  ayant  

percolée  au tamis de m ~ i l l a g e  0 , 8  m m .  Cet hydrolysa t  qui c o n t i e n t  1 5  à 

20 % de f i n e s  mat iares  en suspension,  peut  t r a n s i t e r  sans  r i s q u e  de 

colmatage dans l e  r éac teur  de rnéthanisation ( f i g u r e  4) .  

En opposi t ion  avec l e s  r é s u l t a t s  dtacidogenGse do s u c r e s  s imples 

(ZOETEMEYER, VAN 3EN HEUVEL - 1982), l ' ac idogenèse  à p a r t i r  des 

s u b s t r a t s  polymérisés e s t  t r è s  l i m i t é e  à pH 5,5.  

La régu lô t ion  du pH à 6 , 5  a p p a r a î t  ê t r e  un bon compromis e n t r e  

l ' e f f i c a c i t é  de l ' h y d r o l y s e ,  l 'économie d ' a g e n t  n e u t r a l i s a n t  e t  ur~ 

f a i b l e  développement des méthanogènes a c é t o c l a s t e s .  



L e  pH é t a n t  régulé  à 6,5, l e s  v a r i a t i o n s  observees dans les  produi2s 

d'acidogenèse e t  les  rendements de l i q u é f a c t i o n  peuvent B t re  d iscueés  

en fonct ion du développement e t  de l ' a c t i v i t é  des b a c t é r i e s  

méthanogènes hydrogen~phi les  dans l e s  r é a c t e u r s  d 'hydrolyse ,  comme nous 

1 ' avions n o t é  dans 1 ' étude bibl iographique.  

Comme c e l a  e s t  observé en r é a c t e u r  monoétape mésophile, une press ion 

p a r t i e l l e  d'hydrogène f a i b l e  mais non négl igeable  l i m i t e  l a  

l i q u é f a c t i o n  mésophile des  r é s i d u s  de c a r o t t e s  e t  l e s  p r o d u i t s  

d'acidogenèse contiennent  une proport ion importante d ' ac ides  gras  

v o l a t i l s  à nombre impair de carbones, composés l i m i t a n t s  pour l ' é t a p e  

de méthanogenèse. 

Dans l e  c a s  de l a  l iquéfac t ion  des  r é s i d u s  de c a r o t t e s ,  l ' avan tage  du 

t r a i t ement  thermophile e s t  n e t  malgrè un f a i b l e  développement de l a  

méthanogenèse de réduct ion.  La l i q u é f a c t i o n  thermophile semble a l o r s  

f avor i sée  pa r  une moindre s e n s i b i l i t é  des b a c t é r i e s  hy&olytiques e t  

fermenta t ives  vis-à-vis de l a  p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène, e t  de 

p lus ,  l e s  coenzymes r é d u i t s  son t  regénérés par  formation de bu ty ra te  e t  

d ' é thano l  p l u t ô t  que p a r  formation de propionate.  Cependant, c e t t e  PH2 

élevée  l i m i t e  sévèrement l e  rendement de l i q u é f a c t i o n  lorsque l e s  AGV 

to taux s 'accumulent au-delà d 'une  concentra t ion de 20 g / l  dans l e  

d iges teur .  

Pa r  con t re ,  l ' avan tage  de l a  température d i s p a r a î t  lorsqüe l a  

méthanogenese hydrogenophile prend un développement s i g n i f i c a t i f  e t  

f a i t  chu te r  l a  p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène dans l e s  r é a c t e u r s  de 

l iquéfac t ion .  Cet te  PH t r è s  f a i b l e  e s t  obtenue lorsque l ' hydro lyse  des  
2 

déchets  végétaux p rodu i t  des f i b r e s  non d i g e s t i b l e s  qui s o n t  en 

suspension dans l e  mi l ieu .  

Il semble que c e s  f i b r e s  pu i s sen t  s e r v i r  de suppor t  aux b a c t é r i e s  

méthanogènes dont l a  croissance  e s t  a l o r s  f avor i sée .  Les p roduc t iv i t é s  

en ac ides  e t  l e s  p r o d u i t s  d'acidogenèse s o n t  a l o r s  t r è s  vois '  ~ n s  en 

mésophile e t  en thermophile, e t  en p a r t i c u l i e r ,  l a  concentra t ion en 

ac ides  to taux dans l e  r é a c t e u r  mésophile peut  ê t r e  augmentée jusqu'à 

27 g / l  sans  l i m i t a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  du rendement d 'hydrolyse.  

La présence de c e s  suppor ts  permet égaiement l e  maintien de b a c t é r i e s  

a c é t o c l a s t e s .  A 50°c, c e s  b a c t é r i e s  ne sont  pas à l e u r  température 

optimale,  mais lorsque l a  température e s t  abaissée  à 5U0c, une p a r t i e  

de l ' a c é t a t e  e s t  conver t i e  en méthane, l e s  phases son t  mal séparées en 

terme à ' a c é t o c l a s t i e .  Par con t re ,  à c e t t e  température,  l e s  



hydrogenophiles s o n t  moins a c t i v e s  e t  l e s  r éac t ions  d'acétogenSse s o n t  

pa r t i e l l ement  inhibées  : l a  proport ion du bu ty ra te  augmente 

s ign i f i ca t ivement  dans l e s  p rodu i t s  d 'acidogenèse à 55Oc. En mésophile, 

l e  développement p l i l s  l e n t  des a c é t o c l a s t e s  é v i t e  l e u r  développement 

dans l e  r éac teur  de l i q u é f a c t i o n ,  malgrè l a  présence de c e s  f i b r e s .  

Le recyclage  de 1 ' e f f l u e n t  du f i l t r e  dans le r s a c t e u r  de l i q u é f a c t i o n  a 

un i n t é r ê t  pour l a  r é in t roduc t ion  en premi8re é tape  des  agents  

n e u t r a l i s a n t s  e t  donc moinare consommation globale  de c e s  produi ts .  

Mais o u t r e  c e t  avantage, l e  recyclage de l ' e f f l u e n t  semble a v o i r  un 

e f f e t  favorable  s u r  l a  l i q u é f a c t i o n  qui  p o u r r a î t  ê t r e  l i é  au 

réensemencement en méthanigènes hydrogènophiles ou à un appor t  de 

f a c t e u r  de c ro i s sance  pour les b a c t é r i e s  fermentat ives.  

Méthanogenès e . 

L'a l imenta t ion d'un r é a c t e u r  f i l t r e  anaérobie mésophile pa r  un s u b s t r a t  

essent ie l lement  so lub le  e t  dont  l a  compcsition e s t  s t a b l e ,  permet 

d ' adap te r  l a  f l o r e  du fermenteur qui  se s p é c i a l i s e  dans l e s  r é a c t i o n s  

d 'acétogenèse e t  d ' a c 6 t c c l a s t i e .  

Les r é s u l t a t s  obtenus s o n t  très comparables à l a  méthanisat ion s u r  

f i l t r e  de l i s i e r  de porc l i q u é f i é  (COLLERAN - 1982) ou de Jus  

d '  ens i l age  .(BARRY - 1984). 

Avec l e  type de  suppor t  à f o r t  c o e f f i c i e n t  de vide u t i l i s é ,  l e s  

performances d ' épura t ion  e t  de p roduc t iv i t é  en méthane son t  optimisées 

par  l e  fonctionnement en f l u x  ascendant avec un taux de r e c i r c u l a t i o n  

r é d u i t  . 1 

4 - Procédés avec sépara t ion  des phases. 

La régu la t ion  du ph dans l a  première é tape  e s t  un p o i n t  e s s e n t i e l  du 

procédé. La n e u t r a l i s a t i o n  par  l ' e f f l u e n t  recyclé  du f i l t r e  d o i t  ê t r e  

complétée pa r  c o n t r a l e  du pH e t  a d d i t i o n  d ' a g e n t  n e u t r a l i s a n t  s i  

nécessa i re .  

La sépara t ion  des  phases ne s ' en tend  pas en terme de production de 

méthane, Au c o n t r a i r e ,  l a  production de méthane de réduct ion en lère 

é tape  d o i t  ê t r e  f avor i s& pour améliorer  l e s  r é a c t i o n s  d 'hydrolyse e t  

d ' acé  togenès e . 



Dans c e  sens ,  l a  présence dans l e  r é a c t e u r  L.A de n a t i è r e s  i n e r t e s  en 

suspension qui  c o n s t i t u e n t  un suppor t  pour l e s  méthanogènes 

hydrogènophiles, a un e f f e t  très p o s i t i f  s u r  l a  l i q u é f a c t i o n  m6sophile 

en p a r t i c u l i e r  e t  l ' i n t r o d u c t i o n  de t e l s  supports  ( p a i l l e  broyée par  

exemple) ou l e  mélange avec des  déchets  de légumes f i b r e u x  l o r s  de l a  

l i q u é f a c t i o n  mésophile de déchets  tres pauvres en f i b r e s  ( c a r o t t e s  ) 

p o u r r a i t  amél iorer  l e  rendement g loba l  d 'hydrolyse .  

De p l u s ,  dans l e  système é t u d i é ,  l e  choix de l ' absence  de couplage 

e n t r e  l e s  deux cuves,  qu i  nous a permis d ' é t u d i e r  séparément l e s  deux 

é tapes ,  c o n s t i t u e  une l i m i t a t i o n  du procédé par  augmentation de l a  

concentra t ion  t o t a l e  en a c i d e s  dans l ' é t a p e  de l i q u é f a c t i o n .  

Le système avec sépara t ion  des phases p o u r r a î t  ê t r e  opt imisé  par  l e  

couplage des  deux r é a c t e u r s  avec é l imina t ion  en cont inu  des  a c i d e s  g r a s  

v o l a t i l s  en l è r g  é t ape ,  vers  l e  r é a c t e u r  de méthanisat ion.  

5 - Comparaison des procédés - conclusion.  

La méthanisat ion des  déchets  s o l i d e s  a é t é  é tud iée  en u t i l i s a n t  l e s  

systèmes monoétapes e t  avec sépara t ion  des  phases. 

Les avantages e t  inconvénients  des  deux types de procédés s o n t  l e s  

s u i v a n t s  : 

* Monoétape 
- s i m p l i c i t é  du procédé 

- mauvaise tenue à l a  surcharge : accumulation de propionate .  

* Séparation des phases 

- système complexe n é c e s s i t a n t  une n e u t r a l i s a t i o n  en l è r e  é t ape .  

- procédé t r è s  s t a b l e  pouvant t o l é r e r  des po in tes  de surcharges 

é levées .  

- rendement de conversion p lus  é l e v é  de l a  matière organique. 

Au l a b o r a t o i l e ,  e t  sans t e n i r  compte des b i l a n s  thermiques, l e s  

procédés monoétape thermophile e t  avec sépara t ion  des  phases s o n t  l e s  

p l u s  performants e t  son t  comparables en t e m e  de p roduc t iv i t é  en 

méthane e t  de charge admissible.  



Pour envisager une a p p l i c a t i o n  au s t a d e  i n d u s t r i e l ,  l e  procédé 

nonoétape mésophile p a r a î t  peu performant e t  l e s  procédés i n c l u a n t  un 

r é a c t e u r  thermophile pour l a  méthanisation de déchets  f r o i d s  (à  

température anbiante i  ne s o n t  pas compatibles avec l e  g a i n  d ' énerg ie  

nécessa i re  à l a  r e n t a b i l i t é  du procédé. 

Par con t re ,  l e  procédé i n c l u a n t  deux é tapes  mésophiles pourraet  

s ' i n t é g r e r  dans une i n s t a l l a t i o n  i n d u s t r i e l l e  où l e  r éac teur  de 

l i q u é f a c t i o n ,  chauffé  p a r  l e s  c a l o r i e s  "bas niveau" d isponibles ,  

v i e n d r a i t  s e  coupler  à un f i l t r e  anaérobie t r a i t a n t  l e s  e f f l u e n t s  

l i q u i d e s  de 1 'us ine .  

Les conclusions de c e t t e  étude son t  ex t rapo lab les  aux rés idus  

organiques s o l i d e s  dont  l ' é t a p e  d 'hydrolyse n ' e s t  pas l i m i t a n t e  p a r  

r appor t  à l ' é t a p e  de méthanogenèse a c é t c c l a s t e .  

Par c o n t r e ,  ces r é s u l t a t s  ne peuvent pas ê t r e  u t i l i s é s  pour d i s c u t e r  du 

t r a i t e m e n t  par  méthanisat ion avec sépara t ion  des  phases de déchets  

s o l i d e s  dont l a  teneur  en matière organique d i f f i c i l e m e n t  

fermentescible e s t  é levée  ( r é s i d u s  l i g n o c e l l u l o s i q u e s ) .  



B - METHANISATION DES LIPIDES ET ACIDES GRAS 

INTRODUCTION 

Cet te  é tude  débute pa r  un e s s a i  de f a i s a b i l i t é  de méthanisation en 

cont inu d 'un  e f f l u e n t  i n d u s t r i e l  t r è s  chargé en matigres g rasses  

d ' o r i g i n e  animale. L'étude p i l o t e  e s t  r é a l i s é e  en mésophile e t  en 

thermophil e . 
Les numérations bactér iennes  qui  s o n t  f a i t e s  s u r  l e s  populat ions 

e n r i c h i e s  aux deux températures, permettent  d ' éva lue r  l'importance, 

dans c e s  d i g e s t e u r s ,  des souckes acétogènes syntrophes dégradant l e s  

ac ides  g r a s  à longues chaînes.  

Les phénomènes d ' i n h i b i t i o n  l i é s  à l a  présence de c e s  ac ides ,  e t  l e s  

p o s s i b i l i t é s  de d é t o x i f i e r  l e  mil ieü son t  é tudiées  s u r  des c u l t w r s  

e n r i c h i e s  r é a l i s a n t  l ' acé togenèse  à p a r t i r  des A.G.L.C. 

De c e s  c u l t u r e s  d 'enr ichissement ,  nous avons i s o l é  une souche acétogène 

dégradant l ' a c i d e  o lé ique  en a s s o c i a t i o n  syntrophe avec une souche 

hydrogènophil e . 

I - Méthanisation d 'un  e f f l u e n t  i n d u s t r i e l  chargé en matières grasses. 

L ' e f f l u e n t  provient  d 'une us ine  produisant  des a n d o u i l l e t t e s  se lûn un 

procédé t r a d i t i o n n e l ,  à p a r t i r  d'estomacs e t  d ' i n t e s t i n s  de porcs. 

Lors de l a  f a b r i c a t i o n ,  deux t i e r s  des matigres premières son t  évacuees 

sous forme de r e j e t s  dont  l a  charge pol luante  e s t  exclusivement 

proté ique  e t  1ipidique.Les mat ières  g rasses  représen ten t  environ 53 % 

des mat ières  organiques é l iminées  e t  non va lo r i sées .  

Cet te  concentra t ion élevée en l i p i d e s  c o n s t i t u e  l ' o r i g i n a l i t é  du 

t r a i t ement  anaérobie de c e t  e Î f l u e n t .  Le rendement d ' épura t ion  e s t  en 

e f f e t  condit ionné par  l a  r é s o l u t i o n  de problèmes t e c h n o l ~ g i q u e s ,  l i é s  

aux p r o p r i é t é s  physicochimiques des l i p i d e s  e t  microbioiogiques, liés à 

l a  t a x i c i t é  des ac ides  g r a s  à longues chaînes s u r  l a  croissance  

bactér ienne e t  à l a  méconnaissance du métabolisme des b a c t é r i e s  

dégradant ces  mêaes ac ides  en anaérobiose. 





I - Carac té r i sa t ion  de l ' e f f l u e n t .  

Dans l ' u s i n e ,  les po in t s  de r e j e t s  l e s  p lus  po l luan t s  ont  é t é  

échant i l lonnés  e t  mélangés en fonct ion de l e u r s  volumes r e s p e c t i f s  a f i n  

de c o n s t i t u e r  un e f f l u e n t  s tandard  type pour l ' é t u d e  en p i l o t e  de 

l abora to i re .  

Dans La s u i t e ,  l ' a p p e l a t i o n  "e f f luen t  AT" désigne c e  mélange de j u s  de 

cuisson d ' a n d ~ u i l l e t t e s .  

* Composition de l ' e f f l u e n t  

- Matières sèches t o t a l e s  : 45,7 g / l  

- Matières organiques t o t a l e s  : 31,9 g / l  

- Matières minérales : 13 ,8  g / l  

dont  sodium 6,4  g/1  

- Demande chimique en oxygène : 66 000 mg O2 /1 

- Azote t o t a l  Kjeldahl  : 2,26 g / l  

- Azote ammoniacal : 0 , 3  g / l  

- Matières g rasses  t o t a l e s  : 18,2 g j l  

- Acides g r a s  à longues chaînes : ( q u a l i t a t i f )  myris t ique ,  

palmit ique,  s t é a r i q u e ,  o lé ique .  

Au cours du stockage à 4Oc, l e  pH de l ' e f f l u e n t  se s t a b i l i s e  à 6,2.  

Les ac ides  v o l a t i l s  formés représen ten t  moins de 5 % du carbone i n i t i a l  

de l a  matière organique e t  l 'ammonificat ion des proté inps  e s t  tres 

l i m i t é e .  L ' e f f l u e n t  ne con t i en t  pas d ' ac ide  l a c t i q u e .  Les  rejet^ s o n t  

s t a b i l i s é s  p a r  me i n h i b i t i o n  de l ' a c t i v i t é  biologique qui  peut  ê t r e  

a t t r i b u é e  à l a  l i b é r a t i o n  d ' ac ides  g r a s  l i b r e s  au cours d 'une  étape 

d 'hydrolyse p a r t i e l l e  des  t r i g l y c é r i d e s .  

En absence d ' a g i t a t i o n ,  les  matières g rasses  de l ' e f f l u e n t  forment une 

phase en p a r t i e  supér ieure  du l i q u i d e .  A température ambiante, e'. dans 

un bac muni d 'une  a g i t a t i o n  mécanique, l ' e f f l u e n t  a l ' a s p e c t  d 'une 

émulsion homogSne. 

2 - D i s p o s i t i f  expérimental.  

L a  méthanisat ion en cont inu de l ' e f f l u e n t  "AT1' e s t  r é a l i s é e  dans deux 

types de d iges teurs  : 

- rézc teur  f i l t r e  anaérobie nésophile de 2 , 5  1 de volume u t i l e ,  

al imenté en f l u x  ascendant .  Le support  e s t  c o n s t i t u é  d'anneaux de PVC. 



FIGURE 6 : Influence de l'addition de calcium sur la méthanisation 

en ba$ch des jus de cuisson. ( 4  g de matière organique/L.) 

(VI Témoin sans calcium. (el 20 mM Ca(OHI2. (A) 20 mM CaCI2. 



- réac teurs  en mélange complet : l a  fermenta t ion s 'opère  en 

réac teurs  brassés  de 7 1 de volume t o t a l  e t  de 5 ,5  1 de volume u t i l e  

( S e t r i c  génie  i n d u s t r i e l ) .  La sépara t ion gaz - e f f l u e n t  e s t  r é a l i s é e  

dans un décanteur externe .  Les p i l o t e s  peuvent ê t r e  condui ts  en mode 

conventfom~el  ou en aode con tac t  : dans ce  c a s ,  l e s  boues décantées 

son t  r ecyc lées  dans l e  d iges teur  ( f i g u r e  5 ) .  

Les deux réac teurs  s o n t  cnauffés à 35Oc (mésophile) e t  à 55Oc 

( thermophi le) .  Les inocula  s o n t  des boues de d i g e s t e u r s  de l a b o r a t o i r e ,  

mésophile e t  thermophile, sur rés idus  s o l i d e s  de légumes. 

- Les fermentat ions en d iscont inu s o n t  r é a l i s é e s  en f lacons  

bouchés de 125 m l  de volume t o t a l  e t  qui cont iennent  50 m l  d'inoculum. 

Le pH e s t  a j u s t é  à 7,2  avant  l ' i n c a b a t i o n .  

3 - Résu i ta t s  de méthanisation. 

Dans l ' é t u d e  bibl iographique,  nous avons vu l ' i n f l u e n c e  du calcium en 

t a n t  que d é t o x i f i a n t  des  mil ieux contenant des  ac ides  g ras  à longues 

chaînes.  En p ré l imina i re  à l ' é t u d e ,  nous étudions l ' i n f l u e n c e  du 

calcium sur l a  dégradation anaérobie en batch des jus  de cuisson. 

a - Méthanisation en discont inu de l ' e f f l u e n t  AT. 

* P o t e n t i a l i t é  de rendement en méthane. 

En présence de 15 mM de chlorure  de calcium, l a  méthanisation en 

discont inu des jus de cuisson e s t  obtenue à p a r t i r  d ' inocu la  non 

adaptés.  Le rendement en méthane e s t  de 650 m l  par  gramme de matière 

organique i n t r o d u i t e ,  il e s t  ident ique  aux deux températures (moyennes 

de 3 r é p é t i t i o n s  en méscphile e t  en thermophile) .  La méthanisation en 

batch e s t  achevée en 8 jours à 55Oc e t  en 14 jours à 35Oc. 

Influence du calcium. 

Le calcium apportée sous forme d 'un s e l  so lub le  (CaC12) l o r s  de l a  

dégradation en batch des jus  de cuisson par un inoculum non adapté,  

augmente s ign i f i ca t ivement  l a  v i t e s s e  de production de méthane. Le 

temps de l a t ence  e s t  diminué ( f i g u r e  6 ) .  

Dans l e s  mêmes cond i t ions ,  l ' a p p o r t  de calcium sous forme de chaux 

(Ca(OH1 ) n ' i n f l u e  pas  sur l a  v i t e s s e  de production de méthane pa r  
2 

rappor t  au témoin sans  calcium. 



T a b l e a u  1 1 .  

PHASES DE DEMARRAGE DE LA METHANISATICIN DES JUS DE CUISSON D'ANDOUILLETTES EN REACTEUR 

CONTACT THERWPHILE (55OC) 

CONDITIONS 

D'ENSEMENCEMENT THEHMOPHILES REENSEMENCEMENT 

DU REACTEUR APRES L 'ETAPE 3 

EN OC0 DE L ' 
ALIMENTATION 

mg 02/L .  

- 

APPORT DANS 

L'ALIMENTATION 

OBSERVATIONS 

66000 

O 

ARRET DE LA 

PRODUCTION DE GAZ 

APRES UNE PERlODE 

EGALE A 1/2 TEMPS 

DE SEJOUR 

HYDRAULIQUE. 

66000 

O 

METHANISATION PUIS 

AUGMENTATION DES 

A.G.V. RESIDUELS. 

ARRET DE PRODUCTION 

DE GAZ APRES UNE 

66000 

CaC12 20 mM 

METHANISATION MAIS 

MAINTIEN D'UNE CC. 

ELEVEE EN A.G.V. 

RESIDUELS. 

IMPOSSlBlLlTE D '  

33000 

(DILUTION 1/21 

CaCI7 10 mM - 
-- 

METHANISATION 

STABLE, TESTEE EN 

CONTINU SUR UNE 

PERIODE EGALE A 

6 OU 7 T.S.H. 

PERIODE EGALE A 2 

OU 3 T.S.H. 

AUGMENTER LE TAUX 

DE CHARGE. 



L'apport  de ch lo rure  de  calcium améliore,  en fermentat ion discont inue ,  

l a  méthanisation d 'un e f f l u e n t  r i c h e  en matières g r î s s e s .  

Les expérimentations su ivan tes  doivent  montrer s i  l ' a p p o r t  de calcium 

e s t  nécessa i re  dans un système a l imenté  en cont inu e t  dans l eque l  l a  

concentrat ion r é s i d u e l l e  en s u b s t r a t  e s t  théoriquement t r è s  f a i b l e .  

b - Méthanisation en continu des jus  de cuisson.  

b-1 Méthanisation en réac teur  f i l t r e  anaérobie mésophile. 

Dès l e  début de  l ' a l i m e n t a t i o n  du d iges teur  pa r  l ' e f f l u e n t  "AT", on 

cons ta te  un envahissement du support  p a r  des mousses d i f f i c i l e s  à 

r é d u i r e ,  ce  qui  e n t r a î n e  une pes te  importante de volume u t i l e  e t  le 

colmatage des  tuyaux. L ' e s s a i  n ' e s t  pas  poursuivi .  

P a r  l a  s u i t e ,  l a  methanisation est  condui te  en réac teurs  b rassés  a f i n  

d 'améliorer  l 'homogénéisation du mil ieu e t  de diminuer l a  production de 

mousses. 

b-2 Méthanisation en réac teur  c o n t a c t  thermophile. 

Le réac teur  e s t  thermostaté Zt 55Oc e t  fonctionne en mode contact .  

Les d i f f é r e n t s  e s s a i s  de démarrage de la  fermentat ion dans l e  but 

d ' o b t e n i r  un é q u i l i b r e  de l a  méthanisat ion en cont inu des jus  de 

cuisson son t  résumés s u r  l e  tableau 11. 

Finalement, l a  fermentat ion en cont inu e s t  obtenue moyennant l a  

d i l u t i o n  au 1/2  de l ' e f f l u e n t  e t  la  complérnentation en continu par l e  

chlorure  de calcium (20 mM f i n a l ) .  La teneur  en matière sèche de 

l ' a l i m e n t a t i o n  e s t  a l o r s  de 23 g / l  e t  l a  concentra t ion en DCO t o t a l e  de 

33 000 mg O2 /1. 

La méthanisation en cont inu des jus de cuisson s e  heur te  à deux 

lirni t a t i o n s  : 

- l a  présence d ' a c i d e s  g r a s  à longues chaînes dans l e  mi l ieu  

dont  l ' e f f e t  toxique ne d i s p a r a î t  pas par  fermentat ion en cont inu.  

L a  concentra t ion en ac ides  g ras  l i b r e s  dans l e  d iges teur  e s t  ramenée à 

une valeur t r è s  f a i b l e  pa r  addi t ion  de CaCl 
2 

- l a  teneur  en sodium qui  e s t  t r o p  é levée ,  t o u t  au moins pour 

l a  phase de démarrage du p i l o t e ,  e t  d o i t  ê t r e  ramené par  d i l u t i o n  à une 

valeur  non i n h i b i t r i c e  pour une populat ion bac t é r i e n n e  non auaptée.  



Tableau 12. 

RESULTATS 2E METHANISATION DES JUS 9E CUISSON EN REACTEUR 

CONTACT THERMOPH l LE - 55OC - 
( e f f l u e n t  d i l u é  a u  1/2 - DCO : 33003 mg O IL.) 

2 

CHARGE VOL. 

PROP l ONATE g/L  . 

/ DCO INTRODUITE. 

METHAWISATION THEMPHILE,  FONCTIONNEMENT EN REACTEUR BRASSE. 

EVOLUTION DU CONTENU DU DECANTEUR. Tab leau 13. 

AL I WEblTAT 1 ON 

DPELEVEMENT DANS 

i-E D l  GESTEUR 

PRFLEVEMENT DANS 

LE DECANTEUR 

EFFLUZNT APRES 

DECANTEU? 

CENDRES g/L.  

6 8  

6,4 

14,6 

6,5 

: MAT1 SRE SECHE 

TOTALE g/L .  

22,2 

10,5 

30,6 

8,9 

MAT1 ERE ORGANIQPE 

TOTALE g/L. 

i 5 , 4  

3 , 7  

15.5 

2,4 



* Performances de méthanisat ion en continu.  

Apres d i l u t i o n  de l ' e f f l u e n t  b r u t  e t  une complémentation continue en  

chlorure  de calcium (10 m M )  dans l ' a l i m e n t a t i o n ,  l a  charge appliquée au 

réac teur  c o n t a c t  a été augmentée pour a t t e i n d r e  2 , 6  g M . O . / l . j . .  

Cependant, au-delà d 'une  charge volumique de 2 , l  g M . O . / ' l . j .  

(4 ,3  g DCO / l . j j ,  l a  concentra t ion e n  a c é t a t e  r é s i d u e l  augmente dans 

1 ' e f f l u e n t  du d iges teur .  

Les r é s u l t a t s  de méthanisation en cont inu des  jus de cuisson sont  

r epor tés  s u r  l e  tableau 12. L'augmentation de l a  concentra t ion W. C a C l  2 
au-delà de 10 mM dans l ' a l i m e n t a t i o n  n ' a  pas d ' in f luence  s u r  l e s  

performances d 'épura t ion.  

* Inf luence  de la  conduite en mode contact .  

Le p i l o t e  é t a n t  à un taux de charge de  2 g M.O./l.j., l a  r e c i r c u l a t i o n  

e n t r e  l e  décanteur e t  l a  cuve de fermentat ion e s t  a r r ê t é e .  L e  décanteur 

est ne t toyé  e t  rempli d'eau. Après 10 jours de fonctionnement en mode 

brassé ,  l e  cont inu du décanteur e s t  échant i l lonné.  L e s  analyses  

comparatives de l ' a l i m e n t a t i o n ,  du contenu du d iges teur ,  du contenu du 

décanteur e t  de l ' e f f l u e n t  du p i l o t e  ( t ab leau  13) mettent en gvidence 

une bonne d é c a n t a b i l i t é  des  boues. L ' e f f luen t  e s t  s ign i f i ca t ivement  

moins chargé que l e  contenu du d iges teur .  D e  p lus ,  l e s  boues décantées 

son t  fortement minéra l i sées ,  vraisemblablement par  p r é c i p i t a t i o n  du 

calcium sous forme minérale ou l i é e  à l a  matière organique. 

La ré in t roduc t ion  des  boues décantées ( r e t o u r  en mode c o n t a c t )  a pour 

e f f e t  une amél iora t ion des capac i t é s  d ' épura t ion  du fermenteur. 

La concentra t ion en a c é t a t e  r é s i d u e l  passe de 0 , 4  g / l  5 3,18 g / l .  

En p lus  des b a c t é r i e s ,  une p a r t i e  du calcium e s t  également recyclée 

dans l e  fermenteur. 

* A c t i v i t é  spéci f ique  de dégradation de l ' a c é t a t e  par l a  

f l o r e  adaptée à 55Oc. 

Les boues sé lec t ionnées  p a r  l a  méthanisation continue thermophile 

se rven t  d'inoculum pour l a  dégradation en discont inu d ' a c é t a t e  ( s e l  de 

sodium) e t  de jus de cuisson.  

Les v i t e s s e s  de dégradation de l ' a c é t a t e  s o n t  égales  lorsque l ' a c é t a t e  

e s t  a j o u t é  s e u l  ou en présence d ' e f f l i l en t  "AT1' e t  de 20 mM CaC12 : 

1 1 , s  mg d ' a c é t a t e  degradé par  g de M.V.E.S. e t  par  heure. 
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FIGURE 7 : Dégrâdation d ' a c i d e  acét ique à 55OC par  l a  popu la t i on  

adaptée s u r  j u s  de cuisson. Acéta te  6 g/L. (A) A c é ~ a t e  3 g/L.; 

"AT" 2 g M.O./L. Acétate 3 g/L.; "AT1'2 g M O . . ;  CaC12 20 mM. 



TEMPS -J- 

FIGURE 8 : Méthac isa t ion  en d i s c o n t i c u  des j u s  de cu isson p a r  un 

inoculum adapté à SS°C. ( 4  g de ma t ié re  organique / L . )  

(m-Acé ta te  ; nCH4 1 : 20 mM CaC 1 2 .  ( A - ~ c é t a t e  ;AcH~ 1 : szns ca 1 c i  um. 



Pw con t re ,  c e t t e  v i t e s s e  e s t  seulement de 4,7 mg p a r  g de M.V.Y.S.  e t  

par  heure lorsque l e  calcium n ' e s t  pas a j o u t é  en p lus  des j u s  do 

cuisson ( f igure  7 )  . 
De même, l e s  c ind t iques  de dégradation en batch des jus  de c q ~ i s s o n  p a r  

l e s  boues thermophiles montrent que, sans appor t  supplémen5aire de 

calcium, on observe une f c r t e  accumulation t r a n s i t o i r e  d ' a c é t a t e  e t  une 

phase de l a t ence  avant  l a  production de méthane. 

En présence de C a C 1 2  20mM, l ' a c é t a t e  e s t  u t i l i s é  au fur e t  à mesure de 

s a  production,  sans  phase de l a t ence  ( f i g u r e  8 ) .  

En thermophile e t  en fermenta t ion continue,  un appor t  de 10 inM de CaC12 

dans l ' a l i m e n t a t i o n  du r é a c t e u r  e s t  s u f f i s a n t  pour d é t o x i f i e r  l e  

mil ieu.  Par con t re ,  en d iscont inu,  c e  taux de calcium e s t  i n s u f f i s a n t  

e t  l a  méthanogenèse a c é t o c l a s t e  e s t  pa r t i e l l ement  inhibée  en présence 

de 2 g / l  de matière organique provenant des  jus  de cuisson.  

* Modificat ion de l ' é q u i l i b r e  fermenta i re  p a r  a r r g t  de l a  

complérnentation en calcium. 

L e  r é a c t e u r  é t a n t  é q u i l i b r é  pour une charge volumique de 2,O g 

M . O . / l . j .  avec add i t ion  de 1 5  mM CaC12 dans l ' a l i m e n t a t i o n ,  l ' a p p o r t  de 

calcium e s t  interrompu.Le premier déséqu i l ib re  apparent  e s t  

l 'augmentat ion de l a  concentra t ion r é s i d u e l l e  en a c é t a t e .  La production 

de gaz,  l a  teneur en méthane e t  l e  pH n 'évoluent  pas. Après une pér iode  

équivalente  à 5 temps de s é j o u r  (temps de s é j o u r  hydraulique de 8 

j o u r s ) ,  l e  contenu du fermenteur prend un aspec t  l a i t e u x .  L a  

p roduc t iv i t é  en méthane d é c r o î t  a l o r s  graduellement mais l e  pourcentage 

de méthane dans l e  biogaz r e s t e  é levé  (69,3 %) e t  l e  pH e s t  de 6,9. 

Dans les  AGV r é s i d u e l s ,  à l ' a c é t a t e  e t  au propionate s ' a j o u t e n t  1 '  

i sobu tyra te ,  l e  b u t y r a t e ,  l ' i s o v a l é r a t e ,  l e  v a l é r a t e ,  l ' i s o c a p r c a t e ,  l e  

caproate  . 
70 jours  après  l ' a r r ê t  de l a  complémentation en calcium, l a  production 

de méthane s 'annule .  Les concentra t ions  en ac ides  g r a s  v o l a t i l s  s e  

s t a b i l i s e n t  à des  v a l e w s  é levées  : a c é t a t e  2 , 5  g / l ,  propionate 

0,65 g / l ,  bu ty ra te  0 ,20 g / l ,  i s o v a l é r a t e  0,3 g / l ,  n a i s  t o u t e  l a  mat ière  

organique i n t r o d u i t e  n ' e s t  pas  dégradée malgré un pH compatible avec 

1 ' a c t i v i t é  des b a c t é r i e s  acidogènes (pH 6,9). 
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FlWHE I O  : A c t i v i t é  r é s i d u e l l e  en d i s c o n t i n u  d 'un prélévernent du réac teur  thermophi le, 

70 iours  aprés l ' i n t e r r u p t i o n  des apports de calcium. 



* P o t e n t i a l i t é s  de r é a c t i v a t i o n  de l a  méthanogenèse. 

Des prélèvements du contenu du d iges teur  thermophile s o n t  r é a l i s é s  50 

jours  e t  70 jours  après  l ' i n t e r r u p t i o n  de l a  complémentation en 

calcium. Ces prélèvements s o n t  r é p a r t i s  en f l acons  p é n i c i l l i n e ,  sans  

a j o u t s  de s u b s t r a t  n i  ensemencement, e t  on observe,  en d iscont inu à 

55Oc, l e  devenir  des  ac ides  g r a s  v o l a t i l s  accumulés r t  l a  production de 

méthane. 

- 50 jours après  1 ' a r r ê t  du calcium ( f i g u r e  9) .  

Avec e t  sans a j o u t  de calcium, en batch,  les v i t e s s e s  de production 

r é s i d u e l l e  de méthane son t  équivalentes ,  mais en présence de 20 mM de 

CaC12, l a  méthanisation s'accompagne de l a  dégradation rap ide  de 

l ' a c é t a t e .  Lorsque l a  concentra t ion en a c é t a t e  devient  i n f é r i e u r e  à 

0 , s  g / l ,  l ' i s o v a l é r a t e  e t  l e  v a l é r a t e  s o n t  consommés e t  l a  

concentra t ion en propionate augmente. Ce de rn ie r  e s t  dégradé t ~ è s  

lentement. Sans a d d i t i o n  de calcium, il y a dans un premier temps, 

production de méthane sans dégradation apparente des ac ides  g ras  

v o l a t i l s  : à ce  s t a d e ,  l e  r é a c t e u r  a accumulé des ac ides  g r a s  v o l a t i l s ,  

mais également des ac ides  g r a s  à longues chaînes.  La présence de c e s  

ac ides  g r a s  l i m i t e  l ' é t a p e  de méthanogenèse a c é t o c l a s t e .  

- 70 jours après  l ' a r r ê t  du calcium ( f i g u r e  10). 

Dans l e  r éac teur  c o n t a c t ,  l a  méthanisation e s t  presque n u l l e .  En batch ,  

sans a d d i t i o n  de calcium, l a  production r é s i d u e i l e  de méthane e s t  très 

f a i b l e  e t  bien que l e s  boues contiennent  des matières organiques non 

dégradées, l ' a c t i v i t é  des  b a c t é r i e s  fermentat ives e t  acétogènes e s t  

presque totalement inhibée.  

En présence de ch lo rure  de calcium 40 mM, l a  rnéthanogenèse reprend 

après  une période de l a t e n c e  de 2 jours  e t  l e s  AGV accumulés sont  

u t i l i s é s .  

b-3 Méthanisation en réac teur  con tac t  mésophile. 

Pour l a  phase de démarrage du p i l o t e  mésophile, nous avons considéré 

l e s  r é s u l t a t s  obtenus en thermophile s u r  l a  complérnentation en calcium 

e t  l e  con t ra le  de l a  teneur  an sodium comme acquis  e t  non notablement 

modifiés par  l a  d i f fé rence  de température. 



RESULTATS DE METHAN 1 SAT I CbI DES JUS DE CU l SSON "AT" EN REACTEUR 

CONTACT MESOPHILE - 35OC - Tableau 14. 

I NFLiJENT : 
DCO g 02/L 
MST g/L. 
MOT g/L.  

CENDRES g/L. 

ADDITION DE CaC12 

rnM 

CHARGE VOLUM l QUE 

g M.O./L.J. 

TEMPS DE SEJOUR HYD. J .  

FRODUCT l V l TE EN 

METHANE. L. CH,/L.J. 

% CH, dans l e  gaz 

EFFLUENT : 

DCO g OZ/L. 

MST g / i .  9 MOTg/Li  

CENDRES g/L.  

ACETATE g/L.  

PROP l ONATE g/ L . 
% EPURATION/ M.O. 

INTRfDDUITE 

EPURAT!ON /DCO 

INTRODUITE 96,3 95,2 



3n L e  d iges teur  e s t  incculé  p a r  100 % ae boües mésophiles auxquell,  

a j o u t e  10 mM de C a C l  11 e s t  al imenté avec l ' e f f l u e n t  b ru t  d i l u é  au  
2 

demi, à 23 g / l  de matières sèches t o t a l e s ,  e t  complémenté en cont inu en 

chlorure  de calcium (10mM). 

* Résu l ta t s  d e  méthanisation en continu 

Après une cour te  phase d ' adap ta t ion  en batch,  l e s  jus  de cuisson s o n t  

pompés en cont inu vers l e  r éac teur .  Le démarrage de l a  méthanisation 

e s t  r ap ide  e t  l e s  performances du p i l o t e  s ' é q u i l i b r e n t  en quelques 

jours  après  chaque augmentation du d é b i t  d 'a l imenta t ion.  L e  taux de 

charge e s t  progressivement por té  à 1 , S  g de matière 

organique/ l . j  ap rès  une période égale à 5 f o i s  l e  temps de sé jour  

hydraulique appl iqué  au fermenteur. Les r é s u l t a t s  moyens obtenus avec 

l ' e f f l u e n t  d i l u é  au 1 /2  son t  r epor tés  s u r  l e  t ab leau  14. L ' e f f i c a c i t é  

de l a  décanta t ion des  boues qui a v a i t  é t é  observée en thermophile e s t  

re t rouvée à 35Oc comme l e  montre l a  comparaison des  r é s u l t a t s  des 

analyses  du contenu du r é a c t e u r  e t  de l ' e f f l u e n t  (fonctionnement en 

con tac t  anaérobie)  : 

Après c e t t e  période d ' é q u i l i b r e ,  l a  charge volumique a é té  augmentée 3 

2 g de M . O . / l . j  ( 4 , 4  g D C O / l . j ) .  On c o n s t a t e  a l o r s  une diminution de l a  

p roduc t iv i t é  en méthane e t  une augmentation de l a  concentrat ion en 

a c é t a t e  r é s i d u e l  ( 0 , 7  g / l ) .  Ce déséqu i l ib re  a é t é  a t t r i b u é ,  en prem-ère 

analyse ,  a une s e n s i b i l i t é  accrue des  méthanogènes mésophiles v i s  à 

v i s  de l a  concentra t ion en sodium. Lu r eac teur  a é t é  e n s u i t e  a l imenté  

avec l ' e f f l u e n t  d i l u é  au 1 /3  (mat ières  sèches t o t a l e s  : 14 g j l  ; 

--s----i---is-----------------T---------------------------------- 

Matières sèches Matières v o l a t i l e s  

------------ ------------- ------------------ 
ontenu du 1 5 , 3  4,8 

éac teur  mésoph. 

--------- --------------- ------------------ 
o r t i e  après  9,8 1 9 8  

écan t  eur 

--------------A----------------i-----&------------- 

, Cendres 

------------ 



Déqradation d 'acétate en d iscont inu par les  boues adaptées 

en mesophile (35OC1, avec e t  sans add i t ion  de j u s  de cuisson. 

Figure 1 1 .  

AAcétate  seul . 
'Acétate + 2 g M.O. "ATn/L. 

O Acétate + 2 g M.O. "ATn/L. 



DCO : 20 g O /1). L a  charge volumique e s t  maintenue à une valeur  f a i b l e  2 
( 0 , 5  g M . O . / l . j )  durant  15  j o u r s ,  pour permet t re  au r é a c t e u r  de 

r e s t a u r e r  s e s  capac i t é s  d ' é p u r a t i o n ,  pu i s  l e  taux de charge e s t  

progressivement augmenté. L 'a l imenta t ion  avec l ' e f f l u e n t  d i l u é  au i / 3  

e s t  maintenue durant  une pér iode  é g a l e  à 5 temps de s é j o u r  hydraulique. 

Les performances moyennes d ' é p u r a t i o n  son t  r e p o r t é e s  sur i e  tableau 14. 

Malgrè l a  d i l u t i o n ,  l e  taux de  charge ne peut  cependant p a s  ê t r e  

augmenté au-delà de 1 , 6  - 1,7  g M.O./l.j., sans e n t r a i n e r  une 

augmentation importante de l a  concentra t ion  en a c é t a t e  r é s i d u e l .  Le 

temps de s é j o u r  hydraulique ( 6 , 5  j )  r e s t e  compatible avec l e  t r a i t ement  

pa r  l e  procédé contac t .  La l i m i t a t i o n  de la charge volumique n ' e s t  pas  

l i é e  à l a  t eneur  en sodium mais p o u r r a i t  ê t r e  d ' o r d r e  biologique.  

* A c t i v i t é  méthanogène a c é t o c l a s t e  de l a  populat ion adaptée 

en mésophil e . 
L a  c i n é t i q u e  de dégradat ion  de l ' a c i d e  acé t ique  par l e s  boues 

mésophiles est  t r è s  proche de c e l l e  observée en thermophile . L ' a c t i v i t é  

spéc i f ique  de dégradat ion  de l ' a c é t a t e  e s t  de 14,3 mg p a r  g àe M.V.E.S. 

e t  p a r  heure e t  l ' a p p o r t  de C a C l  n ' a  aucun e f f e t  s u r  l a  v i t e s s e  de 
2 

méthanogenèse a c é t o c l a s t e  ( f i g u r e  11 1. 

Lorsque l ' a c é t a t e  e s t  a j o u t é  en mélange avec l e s  jus  de cuisson,  l a  

v i t e s s e  r e l a t i v e  de d i s p a r i t i o n  de l ' a c é t a t e  e s t  s ign i f i ca t ivement  

diminuée ( 6 , 2  mg p a r  g de M.V.E.S. e t  pa r  heure ) .  

Par  c o n t r e ,  a l o r s  qu ' en  thermophile l ' a p p o r t  de calcium en excès 

p e r m e t t a i t  de  conserver l a  v i t e s s e  maximale d ' a c é t o c l a s t i e  ( v o i r  

f i g u r e  7 ) ,  en mésophile l a  dégradation simultanée en d iscont inu  

d ' a c é t a t e  e t  de jus de  cuisson l i m i t e  l a  v i t e s s e  de dégradation de 

l ' a c é t a t e  malgré un appor t  en excès de chlorure  de calcium. 

D e  même, c e t t e  l i m i t a t i o n  e s t  re t rouvée  l o r s  de l a  d i g e s t i o n  en 

d i scon t inu  des  jus de cuisson par  l e s  boues du d iqes teur  rnésophile : 

sans  appor t  supplémentaire de CaCl l e s  c i n é t i q u e s  de méthanisât ion 
2 ' 

des  jus  de cuisson s o n t  iden t iques  à 35Oc e t  à 55Oc ( f i g u r e  8 e t  12) .  

Mais pa r  a d d i t i o n  de calcium en excès,  on ne re t rouve  pas ,  en 

mésophiie, l ' r f f e t  d ' a c t i v a t i o n  (ou de d é t o x i f i c a t i o n )  de l a  

méthanogenèse qui  e s t  observé en thermophile, b i en  que l e s  boues des  

deux o r i g i n e s  a i e n t  des concen t ra t ions  en mat ières  minérales éga les ,  

v o i s i n e s  de 10 g / l  e t  que l e s  complémentations en calcium dans l e s  2 

r é a c t e u r s  c o n t a c t s  s o i e n t  iden t iques  (10mM CaCl ) .  
2 





4 - Dénombrements bac té r i ens  e t  observat ions  microbiologiques. 

Des dénombrements bac té r i ens  o n t  é t é  realisés s u r  l e s  f l o r e s  des deux 

d iges teurs ,  mésophile e t  thermophile, adaptées à i a  dégradation des jus 

de cuisson d ' a n d o u i l l e t t e s .  

Les s u b s t r a t s  testés permettent  d ' éva lue r  l e s  d i f f s r e n t e s  populat ions 

bactér iennes  sé lec t ionnées  dans les d iges teurs .  Les tableaux 15 e t  16 

p résen ten t  l e s  r é s u l t a t s  des  numérations s u r  les  boues des deux 

diges teurs .  Dans l e s  prélèvements d e s t i n é s  aux numérations, l e s  

mat iares  v o l a t i l e s  en suspension s o n t  respectivement de 2 ,3  e t  

5,3 g / l  en thermophile e t  en mésophile. 

a - Flore  fermenta t ive  

Dans l e s  deux d i g e s t e u r s ,  c e s  b a c t é r i e s  u t i l i s e n t  l e  g lycé ro l  provenant 

de l a  l i p o l y s e  e t  l a  f r a c t i o n  proté ique  du s u b s t r a t .  L ' a c t i v i t é  

protéolyt ique  des  b a c t é r i e s  therrnophiles dénombrées s u r  g lycé ro l  a é t é  

v é r i f i é e .  La d e n s i t é  des b a c t é r i e s  fermenta t ives  e s t  équivalente  aux 

deux températures. 

b - Eac té r i es  méthanogènes 

* hydrogénophil e s  

L e s  méthanogènes hydrogénophiles s o n t  s ign i f i ca t ivement  mieux 
8 6 

représentées  à 55Oc ( 2  x 10 / m l  ) qu 'à  3S0c ( 9  x 10 / m l  1. 
En thermophile, c e s  b a c t é r i e s  son t  morphologiquement vo i s ines  de 

Methanobacterium thermoautotrophicum. En mésophile, l e s  u t i l i s a t r i c e s  

d 'hydrogène dominantes sont  des bac t é r i e s  du genre Methanogeniurn, 

souvent rencontrées  dans l e s  milieux s a l i n s  e t  qui  a u r a i e n t  é t é  

sé lec t ionnées  dans l e  d iges teur  par  la  teneur é levée  en sodium des j u s  

de cuisson.  

* Acétoclastes 

Les rnéthanogènes a c é t o c l a s t e s  s o n t  r eprésen tées  de façon éga le  acx deux 

températures. L'agglomération de ces  b a c t é r i e s  en amâs ( s a r c i n e s )  rend 

l e u r  dénombrement peu s i g n i f i c a t i f .  L ' add i t ion  de 4 mM de phénol e s t  

des t inée  à inh ibe r  l a  croissance  des b a c t é r i e s  du genre Methanothrix 



DENOMBREMENT BACTERIEN ( ~ N I  SUR LA nom DU DIGESTEUR 
TRAITANT LES JUS DE CUISSON D'ANDOUILLXTTES. 15. 

-milieux pH = 7,1 ; 55'c ; M.V.E.S. des boues: 2,3 g/l - 

TYPES BACTERIENS SUBSTRAT : 

GLYCEROL 
3 g/l 

ACETOGENES SYNT . 
SUtFATOREDUCTRICES 

' I I 

NOMBRE DE BACTERIES 
PAR mL 

.4 

. 

2 IO' PROTEOLYTIQUES 

1 3 g / l  I I SYNTRoPHEs I 

HYDROGENE 

TRIP UTATE 
2 g/l + Ca 15 mM 

ACETATE 
2,5 g/l 

B 
s" 

" BUTYRATE 

STEARATE 
3 g/l; Ca 15 mM 

STEARATE 3 g/l : 
Ca I5mM; S04 30 

PROPIONATE 
3 gll; SOb 30 mM 

2 108 

9  IO^ 

2  IO^ 

5 106 

2 106 

PROPIONATE 
3 g/l 

f 

ACETOGENES 
SYNTROPHES 

HETHANOGENES 
HYDROGENOPHILES 

LIPOLYTIQUES 

METHANOGENES 
ACETOCLASTES 

ACETOGENES 

ACETOGENES 
SYNTROPHE S 

 IO^ 
2 105 

ACETOGENES SYNT. 
SULFATOREDUCTRICES 

7 103 ACETOGENES 
SYNTROPHES 



(BRYANT, ccmrnunication au l a b o r a t o i r e ) .  Cependant c e s  f i laments  ne s o n t  

jamais observés. En thermophile, p l u s i e u r s  morphologies de c e s  types 

bac té r i ens  c o e x i s t e n t  dans l e  d iges teur  : s a r c i n e s ,  a s s imi lab les  à 

Methanosarcina -- c h t i  55 (PETROFF - 1985), coques assemblés en grappes e t  

b a c i l l e s .  Un b a c i l l e  thermophiie a c é t o c l a s t e  provenant de l a  d i l u t i o n  

-5 s u r  acé%ate  e s t  en cours de p u r i f i c a t i o n  mais s e s  condi t ions  de 

croissance  sont  encore mal d é f i n i e s .  Le b a c i l l e  u t i l i s e  H - CO2 e t  
2 

a c é t a t e  comme s u b s t r a t s  de croissance ,  en présence de vancomycine. I l  

se d i s t ingue  de l a  cocu l tu re  syntrophe u t i l i s a n t  l ' a c é t a t e  d é c r i t e  p a r  

ZINDER (1984) ,  qui  ne s e  développe pas en présence d ' an t ib io t ique .  Un 

t e l  b a c i l l e  a c é t o c l a s t e  a récemment é t é  m i s  en évidence pa r  

AHRING ( 1984) . 
En mésophile dans l e s  boues pré levées  pour l a  numération, des  s a r c i n e s  

morphologiquement semblables à Methanosarcina mazei (TOUZEL - 1983) 

son t  l e s  a c é t o c l a s t e s  dominantes. Trois  mois après  c e t t e  numération, 

l e s  formes s a r c i n e s  typiques ne s o n t  p lus  observées dans l e s  boues au 

d iges teur  mésophile maintenu en a l imenta t ion continue avec a j o u t  de 

calcium. 

c - Bacté r i es  acétogènes 

En mil ieu  pauvre en s u l f a t e ,  l e s  ac ides  g r a s  longs ( s t é a r a t e ,  o l é a t e )  

e t  l e  bu ty ra te  s o n t  u t i l i s é s  par  des b a c t é r i e s  syntrophes ob l igées  

associées  aux méthanogènes hydrogénophiles. Le dénombrement important  

des u t i l i s a t r i c e s  d ' ac ides  g r a s  à longues chaînes e s t  l i é  à l a  na tu re  

du s u b s t r a t .  Ces d e r n i è r e s  b a c t é r i e s  s o n t  également capables d ' u t i l i s e r  

l e  bu ty ra te  ( v o i r  Le c h a p i t r e  s u i v a n t ) ,  c e  qui  explique les 

dénombrements s i m i l a i r e s  s u r  A.G.L.C.  e t  bu ty ra te .  

En présence de s u l f a t e ,  l 'hydrogène produi t  p a r  l e s  acétogènes 

syntrophes obl igées  e s t  u t i l i s é  p ré fé ren t i e l l ement  par  l e s  b a c t é r i e s  

s u l f a t o r é d u c t r i c e s ,  dans l e s  d i l u t i o n s  jusqu'où c e l l e s - c i  s o n t  

présentes .  On n 'observe  pas  de b a c t é r i e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  u t i l i s a n t  

l e s  ac ides  g ras  (groupe des sapovorans) : l e s  repiquages en mil ieu 

ac ides  g r a s  + s u l f a t e  mettent  tou jours  en évidence l ' a s s o c i a t i o n  d e s  

syntrophes obl igées  e t  des s u l f a t o r é d u c t r i c e s .  

Les b a c t é r i e s  u t i l i s a t r i c e s  de propionate s o n t  t r è s  mal représen tées  

dans l e s  deux populat ions.  En mésophile, c e  sont  principalement dus 

s u l f a t o r é d u c t r i c e s  du genre DesulfobulSus (SAMAIN - 1984). 



Tableau 16. 

CENOMBREMENT BACTERIEN CMPNI SUR, LA FLORE OU DIGESTEUR MESOPHILE 

AGAPTE SUR JUS DE CUISSON D'ANDOUILLETTES. 

-milieux pH 7 , l  : 35% c W S  des boues: 5,3 g/l.- 

CASANINO-ACIDES 
GELATINE 2 g/l. 

SUBSf RAT 

GLUCOSE 
3 g / l  

PROTEOLYTIOUES 

I 1 

HYDROGENE 9 106 I NETHANOGENES 1 

NOMBRE OE BACT. 
PAR m l  

2 io7 

I I HYDROGENOPHILES I 

TYPES BACTERIENS 

FERMENTATIVES 

ACETATE 
3 g/ l .  

METHANOGENES 
ACETOCLASTES 

+ 4 mM PHENG 

+ CaC1, 15mM 

I 

2 1 0 ~  IDEM 

OLEATE 3 g/ l .  
* Ca 15 mM 
* S04 30 mM 

2 i o 6  

SULFATOREDUCTRICES 

SYNTROPHES ACETOGENES 

1 BUTYRATE 3 g/ l .  SYNTROPHEÇ ACETOGENES 1 
SYNTROPHES ACETOGENES 1 

l PROPIONATE 
3 g/l. 

+ SU4 30 mM 
2 105 

SYNTROPHES ACETOGENES 

SULFATOREDUCTRICES 

PROPIONATE 3 g / l .  
+ S04 30 mM 

i 

SYNTROPHES ACETOGENES 
OU SULFATOREDUCTRICES 



Bac t é r i e s  su1 f a to réduc t r i ces .  

La concentra t ion en s u l f a t e  dans l e s  jus de cuisson e s t  de 290 m g / l .  

C e t t e  f a i b l e  teneur  permet l e  maintien dans l e  d iges teur  d 'une 

populat ion s u l f a t o r é d u c t r i c e  sous-dominante. En présecce de s u l f a t e ,  

ces  b a c t é r i e s  s 'expr iment  principalement pa r  l e u r  cepac i t é  à u t i l i s e r  

l 'hydrogène,  p ré fé ren t i e l l ement  aux b a c t é r i e s  méthanogènes e t  parmi l e s  

ac ides  g r a s ,  s e u l  l e  propionate est  oxydé incomplètement en a c é t a t e  par  

l a  populat ion s u l f a t o r é d u c t r i c e .  

5 - Discussion e t  conclusion. 

La méthanisat ion des  jus de cuisson d ' a n d o u i l l e t t e s  qui cont iennent  60 

% de l i p i d e s  dans l a  matière organique ne peut  ê t r e  r é a l i s é e  en cont inu 

sans  add i t ion  de chlorure  de calcium. La chaux ne peut  remplacer c e  s e l  

so lub le  de calcium. La q u a n t i t é  optimale de calcium nécessa i re ,  en 

méthanisation cont inue ,  e s t  vo i s ine  de 0 , 6  mmole de CaC12 par  gramme de 

matière organique i n t r o d u i t e .  Cet te  concentra t ion est i n f é r i e u r e  à l a  

concentra t ion en A.G.L.C. théoriquement l i b é r a b l e s  à p a r t i r  des l i p i d e s  

de 1 ' al imenta t ion.  La nécess i  t é  de c e t t e  supplémentation indique une 

n e t t e  d i f fé rence  e n t r e  l a  v i t e s s e  de sapon i f i ca t ion  e t  c e l l e  

dtacétogenèse à p a r t i r  des A.G.L.C..  Au-delà de cette vzleur ,  l a  charge 

maximale admissible n ' e s t  pas  augmentée. L'apport  de calcium d é t o x i f i e  

l e  mil ieu par  p r é c i p i t a t i o n  des A.G.L.C. en savon de calcium. Les 

ac ides  g r a s  r e s t e n t  cependarit u t i l i s a b l e s  sous c e t t e  forme. 

La méthanisation est  obtenue moyennant l a  réduct ion de l a  c o n c e n t r a t i ~ n  

en sodium à une va leur  v o i s i n e  de 3 g / l .  Après d i l u t i o n ,  l a  demande 

chimique en oxygène de l ' e f f l u e n t  est  encore v o i s i n e  de 30 g 02/1 e t  

r e s t e  compatible avec l e  t r a i t ement  en r é a c t e u r  con tac t .  

a - Contrôle de l a  fermentat ion.  

Les paramètres de l a  méthanisat ion en cont inu des  jus de cuisson s o n t  

t r è s  s t a b l e s  : l e  mi l ieu  es t  tamponné pa r  les c a t i o n s  du mil ieu ( N a  en 

p a r t i c u l i e r  e t  Ca appor té j  e t  p a r  l'ammoniaque p r o a u i t  pa r  protéolyse  

des p ro té ines  du s u b s t r a t ,  e t  l e  pH dans l e  r é a c t e u r  r e s t e  cons tan t  

même l o r s  d 'une accumulation de 3 g / l  d ' ac ides  g r a s  v o l a t i l s .  Ce 

pouvoir tampon é levé  nous a conduit  à c h o i s i r  i a  concentra t ion 



r é s i d u e l l e  en a c é t a t e  comme paramètre de con t rô le  de l a  s t a b i l i t é  de l a  

méthanisation. En e f f e t ,  l e  pH, l a  production t o t a l e  de gaz e t  l a  

concentra t ion en méthane du gaz s e  modifient s ign i f i ca t ivement  lorsque 

les AGV e t  donc les  a c i d e s  g r a s  à longues chaînes s e  s o n t  accumulés 

dans l e  r é a c t e u r  à des concentra t ions  qui  rendent  l a  r é v e r s i b i l i t é  de 

l ' i n h i b i t i o n  longue e t  i n c e r t a i n e  compte-tenu du f a i b l e  taux de 

renouvellement des b a c t é r i e s  acétogènes e t  acé toc las tes .  

b - Evolution de l a  fermentat ion sans  appor t  de calcium. 

Lorsque l e s  r e j e t s  l i p i d i q u e s  sont  i n t r o d u i t s  sans  a d d i t i f s  dans l e  

r éac teur ,  e t  malgrè l e u r  u t i l i s a t i o n  p a r  l a  f l o r e  bactér ienne,  l a  

concentra t ion r é s i d u e l l e  en A.G.L .C .  l i b r e s  est  s u f f i s a n t e  pour inh ibe r  

l e s  méthanogènes a c é t o c l a s t e s  qui  s o n t  parmi les espèces bactér iennes  

les plus  s e n s i b l e s  à l a  présence d ' a c i d e s  g ras  l i b r e s  

(GALBRAITH - 1971, HANAKI - 1981). S i  l e  r é a c t e u r  r e s t e  al imenté en 

cont inu,  l ' i n h i b i t i o n  s u r  l ' é t a p e  f i n a l e  de l a  méthanogenèse se 

répercute  s u r  l a  chaîne des r é a c t i o n s  fermenta i res  e t  l i m i t e  l a  

dégradation des ac ides  gras longs dont  l 'accumulation accé le re  l e  

processus d ' i n h i b i t i o n  de l ' a c t i v i t é  biologique.  La fermentat ion évolue 

t r ans i to i rement  en acidogenèse mais les b a c t é r i e s  fermenta t ives  e t  

acotogènes s o n t  à l e u r  tour  inhibées  e t  l e  maintien de l ' a l i m e n t a t i o n  

en continu a b o u t i t  au l e s s ivage  de la  f l o r e  bactérienne du d iges teur .  

Après un début d ' i n h i b i t i o n  p a r  les a c i d e s  g r a s ,  l ' a p p o r t  de CaC12 

régénère l ' a c t i v i t é  bactérienne.  Tout se passe comme si f a  fermenta t ion 

r e p r e n a i t  à p a r t i r  des  b a c t é r i e s  restées v i a b l e s ,  e t  l e  temps de 

l a t e n c e  est  d ' a u t a n t  p l u s  long que l ' i n h i b i t i o n  a é t é  p l u s  sévère .  

c - Comparaison des méthanisat ions mésophile e t  thermophile. 

Le r é s u l t a t  l e  p lus  ina t t enau  est  l a  d i f f é r e n c e  dfinfl .uence du ch lo rure  

de calcium s u r  l a  dégradation en discont inu des jus  de cuisson,  en 

mésophile e t  en thermophile. A 55Oc, l ' a p p o r t  de calcium en exces 

d é t o x i f i e  l e  mi l ieu ,  l e s  ac ides  gras longs son t  p r é c i p i t é s  en savons de 

calcium. En mésophile, en présence de calcium à même concentra t ion,  l a  

teneur  en ac ides  g r a s  l i b r e s  est égaiement très f a i b l e  e t  il est 

improbable que c e t t e  concentra t ion s o i t  s u f f i s a n t e  pour i n h i b e r  l e s  

méthanogènes a c é t o c l a s t e s  . 



Par  con t re ,  c e t t e  i n h i b i t i o n  p a r t i e l l e  de l a  méthanogenèse a c é t o c l a s t e  

en mésophile p o u r r a î t  ê t r e  due à l a  s e n s i b i l i t é  de ces  b a c t é r i e s  à l a  

présence d'hydrogène moléculaire à f a i b l e  concentra t ion  (BoONE, 

communication pe r sonne l l e ) .  Lors de l a  R-oxydation de l ' a c i d e  

s t é a r i q u e ,  16 moles d'hydrogène s o n t  produi tes  pa r  mole d ' a c i d e  g r a s  

digradé.  Ce t t e  i n n i b i t i o n  n ' a p p a r a î t  pas en fermenta t ion  thermophile en 

d iscont inu .  Il f a u t  remarquer que dans les numérations, l e s  

méthanogènes hydrogénophiles son t  envi ron 20 f o i s  p lus  nombreuses à 

55Oc que l e u r s  homologues mésophiles ce qui  p o u r r a f t  s u f f i r e  à 

expl iquer  une p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène suff isanment f a i b l e  en 

thermophile pour é v i t e r  c e t t e  réduct ion  d ' a c t i v i t é  des a c é t o c l a s t e s .  

Cependant, b i en  que s e  r é a l i s a n t  à d e s  charges volumiques maximales 

d i f f é r e n t e s  dans l e s  deux r é a c t e u r s ,  mésophile e t  thermophile, ce 

phénomène biologique f i x e  l e s  limites de l a  p r o d u c t i v i t é  en méthane : 

c ' e s t  l a  v i t e s s e  d ' a c é t o c l a s t i e ,  l i m i t é e  par  l a  dégradation dans l e  

même mil ieu  des  a c i d r s  g r a s  longs qu i  l i m i t e  l e  processus g loba l .  A 

55Oc e t  35Oc, l a  v i t e s s e  d 'acé togenèse ,  à p a r t i r  des A.G.L .C . ,  n ' e s t  

pas  l i m i t a n t e  puisque dans l e s  deux c a s  une surcharge organique 

e n t r a i n e  une augmentation de l ' a c é t a t e  r é s i d u e l .  

En mésophile, c e t t e  i n t é r a c t i o n  néga t ive  e n t r e  l a  dégradation des  

ac ides  g r a s  e t  de l ' a c é t a t e  p o u r r a î t  même, en r é a c t e u r  c o n t a c t ,  

conduire à un l e s s ivage  p r o g r e s s i f  des  méthanogènes a c é t o c l a s t e s .  

Conclusi on 

Les r é s u l t a t s  de méthanisat ion donnent un l é g e r  avantage au  procédé 

thermophile pour les  performances de p r o d u c t i v i t é  en méthane e t  de 

charge volumique. Mais l a  plage de température de fonctionnement en 

thermophile e s t  r e s t r e i n t e  (de 55O à 60°c) e t  l a  d i l u t i o n  des rejets 

chargés e t  chauds pour diminuer l a  concentra t ion  en sodium dans l e  

d iges teur  e n t r a î n e  également une p e r t e  en c a l o r i e s  récupbrables pour l e  

chauffage du r é a c t e u r .  Pour une r é a l i s a t i o n  i n d u s t r i e l l e ,  l e  choix d 'un 

r é a c t e u r  mésophile est  donc p lus  judic ieux,  mais l e  type de r é a c t e u r  

u t i l i s é  d o i t  permet t re  une r é t e n t i o n  optimisée des  b a c t é r i e s  

a c é t o c l a s t e s  pour é v i t e r  l e  l e s s i v a g e  observé en r é a c t e u r  con tac t  

anaérobie.  



Moyennant l ' u t i l i s a t i o n  du chlorure  de calcium, l e  t r a i t e m e n t  par  vo ie  

anaérobie des r e j e t s  de cuisson d ' a n d o u i l l e t t e s ,  a s s o c i a n t  l a  

dBpollution e t  l a  production de Piogaz, est b ien  adapté à c e  type 

d ' e f f l u e n t  e t  à son contexte i n d u s t r i e l .  L e  méthane p rodu i t  peut  ê t r e  

u t i l i s é  en cont inu s u r  l e  s i te  sans  n é c e s s i t e r  une importante capac i t é  

de stockage. 

Ces r é s u l t a t s  c o n s t i t u e n t  l a  première desc r ip t ion  de l a  f a i s a b i l i t é  de 

l a  méthanisat ion d 'un e f f l u e n t  i n d u s t r i e l  dont l a  f r a c t i o n  organique 

renferme p l u s  de 50 % de l i p i d e s .  

II - 1 
LES ACIDES GRAS A LONGUES CHAINES. 

Nous avons vu dans l a  p a r t i e  bibl iographique,  l a  pauvreté de l a  

documentation concernant l a  physiologie  des b a c t é r i e s  anaérobies 

dégradant l e s  ac ides  g r a s  à longues chafnes. 

Nous avons donc mené, en p a r a l l è l e  aux études p i l o t e s ,  des 

fermentat ions en d iscont inu d ' a c i d e s  g r a s  a f i n  d ' e n r i c h i r  des  

populat ions sur c e s  s u b s t r a t s  pour pouvoir en t i r e r  quelques 

enseignements sur l e s  types bac té r i ens  responsables de La dégradation 

des A.G.L.C. e t  sur l e u r s  cond i t ions  de croissance .  

1 - Enrichissements méthanogenes. 

Lors de l a  première phase d 'enr ichissement ,  l a  méthanisat ion complète 

de savon de sodium d ' ac ides  gras a é t é  obtenue pa r  une inoculatiorr 

massive avec des  boues de d iges teur  urbain (MARQUETTE LEZ L I L L E ) .  

Des l e  t r a n s f e r t  su ivan t  ( 5  %) en mi l ieu  synthét ique  contenant  l e  savon 

d ' ac ide  g r a s  ( 2  g / 1 ) ,  l a  méthanisat ion f u t  t r è s  l i m i t é e .  Le mil ieu,  

tamponné à pH 7 , l  e t  incubé à 35Oc réun i  pour tant  l e s  condi t ions  

optimales de c ro i s sance  des  b a c t é r i e s  acétogènes u t i l i s a n t  l e s  ac ides  

g r a s  v o l a t i l s ,  t e l l e  Syntrophomonas wolfe i ,  e t  des méthanogènes. 

Le c a r a c t è r e  i n h i b i t e u r  des ac ides  g r a s  sous forme l i b r e ,  dissimulé 

dans l e  c a s  d 'uz  ensemencement massif é t a i t  m i s  en évidence l o r s  d 'une 

inocu la t ion  r é d u i t e .  Ce r é s u l t a t  met 1 ' accent  s u r  La s i g n i f i c a t i o n  

incomplète des valeurs  de concentra t ions  minimales i n h i b i t r i c e s  données 

dans l a  l i t t e r a t u r e .  



NETHANISATION DES ACIDES GRAS SATURES: FORMULES GENERALES. 

Acétogenése avec p r o d u c t i o n  de méthane de  r g d u c t i o n :  

CH3 ( CH2 ?n-2 COOH + n-2/2 H20 + n-214 CD2+ni2 CH3CJOH + n-2/4 CH 
4 

n/2 CH3COMI ,1712 CH4 + n/2 CO2 

Nethanogenése: 

CH3 ( CH2 COOH + n-2/'2 H20-I3n-2/41 CH4 + (n+2/41 CO2 
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L ' a c t i v i t é  des enrichissements a é t é  r e s t a u r é e  p a r  add i t ion  de ch lo rure  

de calcium dans les mil ieux (HANAKI - 1981). Dans l e s  f l acons ,  l e  

CaC12 e s t  i n t r o d u i t  après  l e s  ac ides  g r a s  longs e t  avant  l ' inoculum. 

Deux enrichissements p a r a l l è l e s  s u r  ac ides  s t é a r i q u e  e t  o lé ique  on t  é t é  

maintenus par  t r a n s f e r t s  ( i n o c u l a t i o n  5 %) à des  i n t e r v a l l e s  de 15 

jours ,  en présence d 'une  concentra t ion équimolaire de ch lo rure  de 

calcium dans l e s  milieux. 

Dans c e s  enrichissements,  l e s  ac ides  gras s o n t  entièrement dégradés en 

méthane e t  gaz carbonique avec une l égère  accumulation t r a n s i t o i r e  

d ' a c é t a t e .  Les équations théor iques  de métnanisat ion des  ac ides  g r a s  

s a t u r é s  son t  données sur l e  t ab leau  17. Dans l e s  r é s u l t a t s  su ivan t s ,  

c e s  enrichissements s e r v e n t  d'inoculum pour l e s  d i f f é r e n t e s  

expérimentat ions.  

a - Inf luence  du rappor t  ac ide  gras/calcium. 

A p a r t i r  d 'une valeur  s e u i l ,  l ' a p p o r t  en excès d ' i o n s  calcium 

n 'amél iore  p lus  l a  v i t e s s e  de méthanisation du s t é a r a t e  de sodium 

( f i g u r e  1 3 ) .  L e  rendement en méthane c o r r i g é  de l a  production dans l e  

témoin e s t  proche du rendement théor ique  : 

1 acide  s t é a r i q u e  + 8 H O --+ 13 CH4 + 5 CO2 
2 

De p l u s ,  l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de l ' a c i d e  g r a s  appor té  sous forme de savon 

de sodium est  t r è s  n e t  puisque l a  production de gaz dans l e  f lacon s a n s  

a j o u t  de calcium e s t  n u l l e  a l o r s  que l e  témoin sans  s u b s t r a t  présente  

une méthanisat ion r é s i d u e l l e .  

b - Inf luence  de l a  concen t ra t ion  en ac ide  g ras .  

Moyennant l a  complémentation en chlorure  de calcium de façon à 

conserver un rappor t  équimolaire e n t r e  l e s  concentra t ions  en ac ide  g r a s  

e t  calcium, l e s  concentra t ions  en s t é a r a t e  ou en o l é a t e ,  dans l e s  

enrichissements r e s p e c t i f s  o n t  pu ê t r e  augmentées jusqu 'à  15  g/i sans 

observer de l i m i t a t i o n  de croissance  ( f i g u r e  1 4 ) .  Une teneur  en 

chlorure  de calcium de 59 mM n ' e s t  pas i n h i b i t r i c e .  





c - Tests d ' a d d i t i f s  pour l a  levée de l ' i n h i b i t i o n  par l e s  A.G.L.C. 

Les composés suivants  on t  é t é  t e s t é s  s u r  l eur  capaci té  à supprimer 

l ' i n h i b i t i o n  par l e s  acides gras  dans l e s  milieux d'enrichissement. 

Ce sont  : l e  chlorure de sodium ( rô l e  du sodium), l e  chlorure 

d'ammonium ( r ô l e  du ch lo re ) ,  l e  chlorure e t  l e  s u l f a t e  de magnésium, l a  

l é c i t h ine  (dispers ion des acides  g r a s ) ,  l e  s t r u c t o l  (agent 

t ens io-ac t i f ) .  

Parmi ces  a d d i t i f s ,  seu l  MgC12 e t  MgS04 ont donné des r é s u l t a t s  

p o s i t i f s  dans l e s  enrichissements sur  s t é a r a t e  e t  l e  magnésium peut y 

ê t r e  subs t i t ué  au calcium à même concentration. L'addit ion de l é c i t h i n e  

en présence de chlorure de calcium n'améliore pas l a  v i t e s se  de 

méthanisation e t  l e  s t r u c t o l  à 1°/oo e s t  inh ib i teur  dans l e s  

enrichissements, même en présence de CaC12. 

Dans l e s  enrichissements sur acide oléique,  aucun des agents t e s t é s  ne 

peut s e  subs t i t ue r  au calcium pour l a  suppression de l ' i n h i b i t i o n .  

d - Evolution de l a  fermentation de l ' a c i d e  s téa r ique  en présence de 

su l f a t e .  

Dans un enrichissement contenant 5 g / l  d 'acide s téar ique dé tox i f ié  par  

l e  chlorure de magnésium (50 mM), l a  production f i n a l e  de méthane 

correspond stoechiométriquement à l a  dégradation complète du s t éa ra t e .  

Lorsque l ' a p p o r t  de magnésium e s t  f a i t  sous forme de s u l f a t e ,  l e s  

produi ts  de fermentation sont  modifiés ( f igure  15)  : en présence de 

t r o i s  moles de s u l f a t e  par mole de s t é a r a t e ,  l a  production de méthane 

e s t  l imi tée ,  il y a production d'hydrogène su l fu ré  e t  l ' a c é t a t e  

s'accun.ule dans l e  milieu. La dégradation de l ' a c i d e  gras  n ' e s t  pas 

complète. Le s u l f a t e  à 50 mM n ' e s t  pas inh ib i teur  de l a  méthanogenèse 

acétoclas te .  Par contre ,  l a  production d'hydrogène su l furé  par l e s  

su l fa toréduc t r ices  qui u t i l i s e  l'hydrogène généré par l a  voie 

d'acétogenèse, en t ra fne  une i nh ib i t i on  s6vère de l a  dégradation de 

l ' a c é t a t e .  

Le s u l f a t e  é t a n t  l im i t an t  ( l a  réac t ion  d'acétogenèse du s t é a r a t e  

couplée à l a  sulfa toréduct ion u t i l i s e  3,s moles de s u l f a t e  par mole de 

s t éa ra t e  dégrade) l a  f a ib l e  quant i té  de méthane produite provient s o i t  

de l a  réduction du CO u t i l i s a n t  l 'hydrogène après consommation t o t a l e  
2 

du s u l f a t e ,  s o i t  de l ' a c t i v i t é  r é s idue l l e  des acé toc las tes .  



Dans l e s  enrichissements méthanogènes dégradant l e  s t é a r a t e  e t  

i ' o l é a t e ,  au minimum t r o i s  types bac té r i ens  son t  a ssoc iés  : 

l e s  acétogènes syntrophes ,  l e s  méthanogènes hydrogenophiles e t  l e s  

méthanogènes acé toc las tes .  

D 'aut res  b a c t é r i e s ,  t e l l o s  l e s  s u l f a t o r é d u c t r i c e s  u t i l i s a n t  l 'hydrogène 

y sont  également présentes .  L 'étude p r é c i s e  du métabolisme des souches 

acétogènes syntrophes u t i l i s a n t  l e s  ac ides  g r a s  à longues chaînes passe  

p a r  une é tape  de p u r i f i c a t i o n  des enrichissements a f i n  d ' o b t e n i r  des 

c u l t u r e s  qui  ne manifestent  pas de phénomènes d ' a d a p t a b i l i t é .  

2 - Obtention de c u l t u r e s  acétogènes. 

Après une diza ine  de t r a n s f e r t s  s u c c e s s i f s ,  l e s  deux enrichissements 

o n t  é t é  d i l u é s  s u r  couche mince de gé lose  ( r o l l  tube)  en présence d'un 

t a p i s  de Methanospirillum hungatei . Pour ces  d i l u t i o n s ,  les  c u l t u r e s  

o n t  é t é  p lacées  en présence de l e u r s  s u b s t r a t s  d 'enrichissement 

complémentés en chlorure  de calcium. Après incubat ion,  aucune 

croissance  n ' a  é t é  obtenue a u s s i  bien sur acide  o lé ique  que sur acide  

s t éa r ique .  

Après l ' é c h e c  de l a  p u r i f i c a t i o n  p a r  l a  technique du r o l l  tube,  l e s  

deux enrichissements o n t  é t é  d i l u é s  en milieux l i q u i d e s  pa r  l a  méthode 

u t i l i s é e  pour l e s  numérations, en présence de M. hungatei .  

Dans l e s  deux s é r i e s ,  les ac ides  g r a s  s o n t  dégradés complètement en 

méthane jusqu'aux d i l u t i o n s  -7 s u r  o l e a t e  e t  -6 sur s t é a r a t e .  

L 'observation microscopique des populat ions bactér iennes  p résen tes  dans 

c e s  f l acons  met en évidence l a  présence de méthanogènes a c é t o c l a s t e s  

ressemblant à Methanosarcina mazei dans l a  c u l t u r e  e n r i c h i e  su r  

s t é a r a t e  a l o r s  que s u r  o l é a t e ,  les méthanogènes a c é t o c l a s t e s  son t  de 

type Methanothrix . 

a - Nature des b a c t é r i e s  enr ich ies .  

La d i l u t i o n  -7 s u r  o l é a t e  est  l a  p lus  haute d i l u t i o n  où une c ro i s sance  

s u r  c e t  a c i a e  e s t  observée. L e s  p rodu i t s  de fermentat ion de l t o l é a t e  y 

s o n t  méthane e t  gaz carbonique. Par con t re ,  s u r  s tdiarcte,  une 

croissance  est  mise en évidence juçqu'à l a  d i l u t i o n  -9. D a n s  les 

témoins sans  ac ides  g r a s ,  aucune c ro i s sance  n ' e s t  observée à c e s  



d i l u t i o n s .  Dans l e  d e r n i e r  f l a c o n  où l ' a c i d e  s t é a r i q u e  a é t é  u t i l i s é ,  

l ' o b s e r v a t i o n  microscopique ne r é v è l e  p lus  de méthanogènes 

acé toc las  t e s .  

En p lus  de hungatei ,  b a c t é r i e  aisément mise en évidence p a r  s a  

morphologie e t  s a  f luorescence  en observat ion  U.V., l a  c u l t u r e  renferme 

d e s  b a c i l l e s  c o ~ a - t s  mobiles, gram n é g a t i f s  e t  non f l u o r e s c e n t s ,  

morphologiquement t r è s  proches de Syntrophomonas wolfe i .  Ce t t e  

cocu l tu re  dégrade l ' a c i d e  s t é a r i q u e  en a c é t a t e  e t  méthane de réduct ion  

mais p résen te  une croissance  s u r  mi l ieu  complexe BHI, ce qu i  met en 

évidence l a  présence de contaminants r é s i d u e l s .  

D i lu t ions  en tubes  f i n s .  

Pour p u r i f i e r  les c u l t u r e s ,  il e s t  nécessa i re  d ' o b t e n i r  l a  formation en 

mi l ieu  gé losé  de colonies  suffisamment d i s t i n c t e s  a f i n  de pouvoir les 

repiquer  individuellement.  Les c u l t u r e s  provenant des d i l u t i o n s  -9 s u r  

s t é a s a t e  e t  -7 s u r  o l é a t e  o n t  é t é  d i l u é e s  en u t i l i s a n t  l a  technique du 

tube f i n  où l e s  co lon ies  s e  diveloppent  en gé lose  profonde. Par r a p p o r t  

aux e s s a i s  en r o l l  tubes ,  c e t t e  technique f a v o r i s e  une anaérobiose p lus  

poussée e t  un con tac t  p l u s  é t r o i t  avec l e  s u b s t r a t  qu i ,  sous forme 

savon de calcium, ne d i f f u s e  pas dans l e  mil ieu gélosé .  Le s u b s t r a t  

u t i l i s é  e s t  l f a c i d e  l au r ique  qui  forme un p r é c i p i t é  p lus  homogène en 

présence de calcium. Les deux c u l t u r e s  o n t  é t é  d i l u é e s  en présence de 

t a p i s  d ' u t i l i s a t r i c e s  d'hydrogènes, rnéthanogènes (M. hungate i )  ou 

s u l f  a t o r é d u c t r i c e  (Desul fovibr io  ) . 
Après 6 semaines d ' incuba t ion ,  des  co lon ies  d i f f u s e s  o n t  é t é  obtenues 

e t  son t  v i s i b l e s  au c e n t r e  de p lages  d '6c la i r c i s sement  (planche photo, 

n o  1) dans les qua t re  séries de d i l u t i o n s ,  à des  niveaux supér ieu r s  à 

l a  c ro i s sance  dans l e s  tubes  témoins : à -7 pour l ' en r i ch i s sement  

o l é a t e  en présence de M. hurigalei ou de Desulfovibrio e t  pour 

l ' en r i ch i s sement  s t é a r a t e  en présence de M, hungatei  ; à -6 pour c e t  

enrichissement en présence de Desulfovi b r io .  Toutes ces  co lon ies  

repiquées  en mi l ieu  l i q u i d e  s u r  s t é a r a t e  ou o l é a t e ,  en r e s p e c t a n t  l e s  

s u b s t r a t s  d ' o r i g i n e  des  enr ichissements ,  génèrent  des c u l t u r e s  

acétogènes dégradant  les a c i d e s  g r a s  à longues chaînes  avec psoduction 

de méthane de réduct ion  ou d'hydrogène s u l f u r é .  



Les méthanogènes a c é t o c l a s t e s  o n t  é t é  é l iminées  des deux 

enrichissements de dépar t ,  p a r  simple d i l u t i o n  en mi l ieu  l i q u i d e  e t  p a r  

d i l u t i o n  en tubes f i n s  gé losés  respectivement pour l e s  c u l t u r e s  

e n r i c h i e s  s u r  s t é a r a t e  e t  o l é a t e .  

La c u l t u r e  r é a l i s a n t  l ' acé togenèse  de l ' a c i d e  o lé ique  e s t  appelée CM 

l o r s q u ' e l l e  e s t  a s soc iée  à M. hungatei e t  OS l o r s q u ' e l l e  e s t  a s soc iée  à 

Desulfovibrio en mi l ieu  complémenté en s u l f a t e .  De même, l a  c u l t u r e  

dégradant l ' a c i d e  s t é a r i q u e  en a c é t a t e  e t  méthane de réduct ion  ou en 

a c é t a t e  e t  H2S est dénommée SM ou STS. 

La c u l t u r e  acétogène OM c o n t i e n t ,  en p l u s  de 5 hungatei ,  des b a c i l l e s  

c o u r t s  mobiles, de morphologie t r è s  proche de c e l l e  des  b a c i l l e s  

observés précédemment dans l a  c u l t u r e  S M .  

A ce s t a d e ,  l e s  c u l t u r e s  0M e t  SM s o n t  pures  se lon  les c r i t è r e s  de non 

croissance  s u r  mi l ieu  BHI e t  d 'obse rva t ions  mic~oscopiques .  Lorsque l e  

mi l ieu  est  complémenté en s u l f a t e ,  il n ' y  a  pas  production d'H S ce  qui  
2 

montre que l e s  c u l t u r e s  ne contiennent  pas de s u l f a t o r é d u c t r i c e s  sous  

dominantes e t  de p l u s  que l e s  u t i l i s a t r i c e s  d ' a c i d e s  g r a s  p u r i f i é e s  

son t  des  syntrophes ob l igés .  Les deux c u l t u r e s  on t  des  exigences de pH 

e t  de température v o i s i n e s  : pH : 7 , l  e t  35 - 40°c. 

En p l u s  de l ' o l é a t e ,  l a  c u l t u r e  OM dégrade immédiatement les ac ides  

g r a s  l i n é a i r e s  s a t u r é s .  Par con t re ,  l a  c u l t u r e  SM u t i l i s e  l ' a c i d e  

o lé ique  avec un temps de l a t e n c e  de 10 jours  environ.  

b - Rôle du calcium. 

Ce s o n t  ces  deux c u l t a r e s  acétogènes CM e t  SM qui  o n t  é t é  u t i l i s é e s  

pour l ' é t u d e  concernant  l ' i n f l u e n c e  du calcium sur l a  dégradation des  

ac ides  o lé ique  e t  s t é a r i q u e .  Ces r é s u l t a t s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d 'une 

pub l i ca t ion  qui  est  p lacée  en f i n  du mémoire (annexe 3 ) .  

Pour o b t e n i r  l a  dégradat ion  de l ' a c i d e  o lé ique ,  une q u a n t i t é  

équimolaire de ch lo ru re  de calcium d o i t  etre a j o u t é e  au mi l ieu ,  a l o r s  

que l a  dégradation de l ' a c i d e  s t é a r i q u e  ne r e q u i e r t  qu'une 

concentra t ion  équinormale de calcium. Ces r é s u l t a t s ,  indépendants de l a  

c u l t u r e  u t i l i s é e  pour dégrader l ' a c i d e  g r a s ,  s o n t  d i s c u t é s  en f o n c t i o n  

des cons tan tes  de s o l u b i l i t é  des savons de calcium d ' a c i d e s  g r a s  e t  de 

l a  t o x i c i t é  des  formes l i b r e s  de c e s  a c i d e s  q u i ,  elle-même dépend de 

l e u r  na tu re ,  s a t u r é e  ou insa tu rée .  



No 1 : Co lon ies  en gé lose profonde 

de l a  c u l t u r e  acétogène assoc iée à 

No 2  : Cocu l t u re  synt rophe OM s u r  

ac ide  b u t y r i q u e .  A : organisme APOH; 

Me thanosp i r i l l um  hungate i .  M : M. hungate i .  M ic roscop ie  o p t i q u e .  

Subs t ra t  : Laura te  + CaCI2. Grossissement X 3500. Ba r re  : 5y.  

Grossissement X 10. Bar re  : 1 mm. 

No 3 : Cocu l t u re  acétogéne OM 

ac ide  o l e i q u e  + CaCI2. 

A : synt rophe APOH; M : M. hur 

Grossissement X 7800. Bar re  : 

- PLANCHE PHOTO - 

No 4 : U l t r a s t r u c t u r e  

é l e c t r o n i q u e  à t ransm 

souche acétogène u t i l  

o l e i q u e .  

Grossi  ssement X 65000 

su r  

i g a t e  i 

1 Y. 

en rnicroscop 

s s i o n  de l a  

san t  I  ' a c i de  

, B a r r e  : 0,5 



3 - C a r a c t é r i s a t i o n  de b a c t é r i e s  acétogènes productr ices  ob l igées  

d'hydrogène e t  u t i l i s a n t  l e s  ac ides  g r a s  l i n é a i r e s ,  s a t u r é s  e t  

insah i rés .  

Avant l e s  tests de c a r a c t é r i s a t i o n ,  l e s  c u l t u r e s  acétogènes o n t  é té  

d i l u é e s  à nouveau en tubes f i n s ,  en mil ieu gélosé  contenant  du l a u r a t e  

de calcium, mais sans a d d i t i o n  de b a c t é r i e s  hydrogénophiles. 

D e  c e t t e  é tape  de d i l u t i o n ,  les  r é s u l t a t s  su ivan t s  o n t  é t é  obtenus : 

c u l t u r e  OM : à l a  d i l u t i o n  -5, des  p lages  d ' éc la i rc i s sement  son t  

nettement d i s t i n c t e s ,  sans co lon ies  v i s i b l e s .  Du prélèvement des 

c e n t r e s  de c e s  p lages  de  l y s e ,  repiqués  en mil ieu l i q u i d e  en présence 

d ' o l é a t e  de calcium, l a  c u l t u r e  acétogène OM a é t é  régénérée ; 

c u l t u r e  OS : l e s  p lages  d ' éc la i rc i s sement  s o n t  v i s i b l e s  jusqu'à la  

d i l u t i o n  -4. P a r  Le m ê m e  processus,  une c u l t u r e  acétogène assoc iée  à 

Desulfovibrio a é t é  régénérée ; c u l t u r e  SM : aucune colonies  n i  p lages  

de l y s e  o n t  é t é  obtenues ; c u l t u r e s  STS : de co lon ies  d i s t i n c t e s  

observées à l a  d i l u t i o n  -4, nous avons obtenu, ap rès  repiquage en 

mi l ieu  l i q u i d e  contenant  du s t é a r a t e  de calcium, une c u l t u r e  acétogène 

assoc iée  à Desulfovibrio.  

a - C a r a c t é r i s a t i o n  de l a  souche syntrophe obl igée  u t i l i s a n t  l ' a c i d e  

o lé ique .  

L a  c c c u l t u r e  acétogène OM es t  une a s s o c i a t i o n  syntrophe e n t r e  une 

b a c t é r i e  APOH dégradant l ' a c i d e  o lé ique  e t  Methanospirillum hungatei .  

a-1 Morphologie 

La souche acétogène e s t  un b a c i l l e  mobile, anaérobie s t r i c t ,  l e s  

c e l l u l e s  s o n t  légèrement incurvées ( 0 , 4  - 0 , 5 y x  2 - 2 , 5 y  ) - (p lanche,  

photo, no 2 e t  no 3 ) .  La c o l o r a t i o n  de Gram négat ive  e s t  confirmée p a r  

l a  s t r u c t u r e  de l a  membrane bactérienne en microscopie é lec t ron ique  à 

t ransmission (planche photo, n 0 4 ) .  La formation de spores n ' e s t  jamais 

observée e t  l a  croissance  e s t  inhibée pa r  une é léva t ion  de température 

à 80°c pendant 30 minutes e t  malgrè un réensemencernent p a r  M. hungatei .  
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Tableau 18. 

SUBSTRATS DE LA CULTilRE OM. 

Ca : a d d i t i o n  de CaCiZ équimola i re.  

Tableau 19. 

AC IDES GRAS /CONC. 

( Z s j / L . )  1 INITIALE mM 

Déoradat ion des acides gras p a r  l a  c o c u i t u r e  3M. 

Pourcentages d ' u t i l i s a t i o n  en f i n  de c u l t u r e .  

pentadécanoique 

ACEÏATE 
rnM 

39,7 

17,8 

46,7 

35,8 

b u t y r i q u e  

v a i é r i q b e  

hexanoique 

heptanoique - Ca 

22,7 

19,6 

17,2 

15,J 

PRODU I TS 

PROPIONATE 
?iM 

O 

14,3 

O 

12 7 

SUBSTRAT 

STEAP i QUE 
Cl6 : 85 

t r chn  i que" i 1 ) Cl6 . 75 

pALMITIQUE * 

SÏEAR 1 QbE ( 1 ) Cl5 : 85 

équ i po idéra  l ) C l 8  : 50 

' Méthane 
mmole/L.cult. .  

10,7 

8.1 

18.9 

15 5 

% d ' u t i l i s a t i o n  l 

PALMITIQUE ( 1 )  

STEARIQUE : l j  

I 

( 1 )  en présence de CaCI2 équ imo la i re  

85 

5 à 10 



a-2 S u b s t r a t s  ~ t i l i o é s  

L a  c u l t u r e  syntrophe n ' u t i l i s e  pas  l e  mi l ieu  complexe B.H.I. ( t e s t  de 

contamination).  E l l e  u t i l i s e  l e s  ac ides  g r a s  l i n é a i r e s ,  p a i r s  e t  

impairs ,  s a t u r é s  e t  i n s a t u r é s  ayant  de 4 à 18 carbones. L ' add i t ion  de 

calcium en t a n t  que d é t o x i f i a n t  e s t  nécessa i re  pour l a  dégradation des 

ac ides  g r a s  à plus  de 6 carbones ( t a b l e a u  18). Les a c i d e s  g r a s  à nombre 

p a i r  de carbones s o n t  dégradés en a c g t a t e  e t  méthane de réduct ion,  ceux 

qui  o n t  un nombre impair de carbones s o n t  d6composés en a c é t a t e ,  

propionate e t  méthane de réduction.  

Les a u t r e s  ac ides  g r a s  l i n é a i r e s  t e s t é s  mais non u t i l i s é s  s o n t  : 

acé t ique ,  propionique, l ino lén ique ,  nonadécanoique, arachidique,  

béhénique, érucique,  l ignocér ique .  Les a c i d e s  g r a s  rami f iés  ou dé r ivés  

ne son t  pas u t i l i s é s  : i sobutyr ique ,  2-DL methyl butyr ique ,  

i sova lé r ique ,  isocaproique,  i s o s t e a r i q u e ,  fi-hydroxybutyrique, DL-12 

hydroxystéarique,  6 amino-caproique, s t é a r i q u e  methyl e s t e r ,  

pentadécanoique methyl e s t e r .  

De p lus ,  l a  cocu l tu re  ûM n ' u t i l i s e  pas les  t r i g l y c é r i d e s  : t r i b u t y r i n e ,  

t r i p a l m i t i n e ,  l e s  sucres  simples : glucose ,  f ruc tose ,  xylose,  l e s  

ac ides  organiques : l a c t i q u e ,  pyruvique, fumarique, succinique,  malique 

e t  e n f i n  : g l y c é r o l ,  2-3 butanédiol ,  acé to ine ,  é thylène  g lyco l ,  

n dodecane. L 'ac ide  formique e s t  u t i l i s é  par  M. hunpatei .  Les 

monoalcools : éthanol ,  butanol -1 e t  propanol s o n t  dégradés t r è s  

lentement e t  l e s  produi ts  de fermentat ion sont  respectivement a c é t a t e ,  

bu ty ra te  ou a c é t a t e  e t  propionate.  

Remarque : l ' a c i d e  s t é a r i q u e  ("techniqueI4, Merck) u t i l i s é  dans l e s  

c u l t u r e s  d 'enrichissement e s t  en f a i t  un mélange équipondéral de 

palmit ique e t  de s t é a r i q u e  (mise en évidence par dosage an 

chromatographie phase gaz des  e s t e r s  butyl iques  d ' a c i d e s  g r a s ) .  

L ' acide  s t é a r i q u e  ( "pour usage biochimiquett,  Merck, 99 %) employé pour 

l e s  t e s t s  de s u b s t r a t s  e s t  t r è s  mal dégrad4 par  l a  b a c t é r i e  syntrophe. 

Le t ab leau  19 présente  les  pourcentages d ' u t i l i s a t i o n  des ac ides  gras 

par  l a  c u l t u r e  OH, en fonc t ion  du s u b s t r a t .  

a-3 Conditions e t  c i n é t i q u e s  de croissance  

Les tests de pH e t  de température son t  r é a l i s é s  s u r  ac ide  butyrique,  

s u b s t r a t  qui é v i t e  l ' u t i l i s a t i o n  de calcium ; l a  c ro i s sance  e s t  mesurée 

par tu rb id imét r i e .  L ' a ssoc ia t ion  bactér ienne OM a une croissance  

optimale à pH v o i s i n  de 7 , 3 ,  l e s  l i m i t e s  de pH pour l e  développement de 



iar>ieaufl7~ült-n , --___ s . 
Substrat butyrate 3 g/t. 

: Modifica.t ion des produi ts  de fermentation. 

l Acétate formé mmoles 

1 Méthane formé m l e s  

Stoechiométrie th6orique I 4 

Témo i n 4,2 

SULFATE 30 d4 4 ,OR 1 
SULFATE 30 mM + Desulfo- 

v i b r i o .  6,3 

SULFITE 30 rnM i n h i b i t i o n  

TH IOSULFATE 30 mM 3,95 ( incomplet)  I 1 NITRATE 30 tnM 1 4,55 (incomplet) 3,62 1 
FUMARAFE 30 mM 



l a  coculture son t  6.3 - 8,1. L'optimum de tenipérature e s t  compris en t r e  

35 e t  40°c. La croissance de OM e s t  possible  dans l a  gamme de 

température 25 - 45Oc ( f i g u r e  1 6 ) .  

Sur milieu minéral, l e  temps de génération e s t  t r è s  long. L 'addi t ion 

d 'acides aminés e t  de vitamines favorise  l a  croissance. Sur milieu 

minéral complémenté en casaminoacides excempt de vitamines ou 

complémenté en vitamines seu les ,  l e s  r é s u l t a t s  sont  identiques à ceux 

obtenus par  u t i l i s a t i o n  du milieu minéral. 

Tests d ' accepteurs d ' électrons  

La cu l tu r e  e s t  anaérobie s t r i c t e  mais r e s t e  viable  après une exposit ion 

d'une heure en flacon d'oxygène s t é r i l e ,  e t  sans réensemencement par 

M. hungatei. L l associat ion OM nt accepte aucun des composés suivants  - 
comme accepteurs d ' é lec t rons  : s u l f a t e  (30mM), t h io su l f a t e  (30mM1, 

n i t r a t e  ( 3 0 m ~ ) ,  fumarate (30mM). Le s u l f i t e  (30mN) e s t  inh ib i teur  de la 

croissance ( tableau 20). 

Cinétique de croissance 

~ a n c  e En f a i s a n t  l 'hypothèse d'une co r r é l a t i on  l i n é a i r e  en t r e  l a  crois- ,  

bactérienne e t  l a  production des métabolites ( acé t a t e  e t  méthane), l e  

taux de croissance de l a  coculture e s t  estimé par  l e  taux dfapparitiorx 

des produi ts  sur l a  p a r t i e  exponentiel le de l a  c inét ique de 

fermentation. Le temps de doublement de Le c o c d t u r e  e s t  peu influencé 

par l ' a c i d e  gras  u t i l i s é  comme subs t r a t  : 27 heures sur acide 

butyrique, 30 heures sur acide myristique, 40 heures sur  acide oléique 

(ROY - 1985). La c inét ique de dégradation de l ' a c i u e  undécanoique par 

l e s  cu l tu re  OM ne met pas en évidence de phase de la tence e t  l a  

croissance e s t  expoten t ie l le  ( f igures  17 e t  18). Le temps de doublement 

de l a  coculture e s t  de 38 heures. Acétate e t  propionate son t  formés 

dans des proportions correspondant à l a  stoechiométrie théorique de 

dégradation de l ' a c i d e  undécanoique : 1 C l 1  --)4 C 2  + 1 C 3 .  

On observe une accumulation t r a n s i t o i r e  d 'heptanoate,  de va lé ra te  e t  de 

butyrate . 

a - 4 Influence de l ' accep teur  d'hydrogène 

Lorsque l a  cu l tu r e  syntrophe OH e s t  inoculée en présence dv 

Desulfovibrio e t  de s u l f a t e  (30 m M ) ,  l e  rendement en méthane e s t  

significativement diminué dès l e  premier repiquage : l e  flux 
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Figure 17. Culture OM : acétogenèse à p a r t i r  

de l'acide undecanoique 





d'hydrogène e s t  o r i e n t é  v e r s  l a  production de s u l f u r e .  Après deux 

repiquages s u r  mi l ieu  s u l f a t e ,  l a  production de méthane s ' annu le .  Le 

temps de généra t ion  de l a  souche syntrophe réassoc iée  à Desulfovibr io  : 

OS,  après  t r o i s  repiquages s u r  mi l ieu  s u l f a t e  n ' e s t  pas 

s ign i f i ca t ivement  d i f f é r e n t  du temps de doublement de l a  souche 

syntrophe assoc iée  à hungatei  : OM. 

Culture acétogène u t i l i  s a n t  1 ' ac ide  s t é a r i q u e  . 

La cocul ture  STS qui p rov ien t  de deux é tapes  de d i l u t i o n  en tubes  f i n s  

e s t  une a s s o c i a t i o n  syntrophe e n t r e  une b a c t é r i e  u t i l i s a n t  l ' a c i d e  

s t é a r i q u e  ( v o i r  l a  remarque précédente sur l a  q u a l i t é  de l ' a c i d e  

u t i l i s é )  e t  Desul fovibr io  qui  u t i l i s e  l 'hydrogène.  La c u l t u r e  a s soc iée  

à M. hungatei ,  S M  n ' a  pu ê t r e  régénérée après  l a  seconde é t a p e  de 

d i l u t i o n  mais 1 ' u t i l i s a t r i c e  de s t é a r a t e  de STS a é t é  r éassoc iée  à 5 
hungatei  en mi l i eu  l i q u i d e  en absence de s u l f a t e .  

La souche syntrophe est  morphologiquement vo i s ine  de l a  souche 

u t i l i s a n t  l ' a c i d e  o lé ique  e t  l e s  cond i t ions  de c ro i s sance  de OM et de 

STS son t  iden t iques .  

La c u l t u r e  STS n ' u t i l i s e  pas  l e  mi l ieu  BHI + glucose.  Les s u b s t r a t s  

dégradés son t  l e s  mêmes que ceux u t i l i s é s  par l ' a s s o c i a t i o n  bactér ienne  

OM, m i s  à p a r t  l a  non u t i l i s a t i o n  de l ' h e p t a n o a t e  e t  de l ' o c t a n o a t e  e t  

l a  dégradation de l ' a c i d e  o lé ique  avec un temps ae  l a t ence  de 1 semaine 

environ. 

Cependant, l a  cocu l tu re  STS u t i l i s e  également l ' a c é t o i n e  (hydrow 3 - 
butabone 2 ) .  Ce composé n ' e s t  pas u t i l i s é  par  l a  souche de 

Desulfovibrio.  Un contaminant du type  Pelobacter  a é t é  m i s  en évidence, 

il dégrade l ' a c é t o i n e  en é thano l ,  acétate, 2-3 butanediol  e t  un composé 

d é t e c t é  en chromatographie phase gaz mais non déterminé. 

C e  Pelobacter  n ' u t i l i s e  n i  l e  bu ty ra te ,  n i  l e s  a c i d e s  g r a s  à longues 

chaînes ,  que c e  s o i t  en c u l t u r e  pure  ou réassoc ié  à M. hungatei  ou 

Desulfovibrio. Le s u b s t r a t  qui  l u i  permet de s e  mainteni r  dans les  

mil ieux ac ides  g r a s  n ' e s t  pas d é f i n i  e t  son é l imina t ion  de l a  cocu l tu re  

STS n ' a  pu ê t r e  obtenue. 



4 - Discussion. 

Dans les d i g r s t e u r s  al imentés avec l ' e f f l u e n t  r i c h e  en l i p i d e s ,  les 

b a c t é r i e s  u t i l i s a t r i c e s  d ' a c i d e s  g r a s  5, longues chaînes  s o n t  dénombrées 
7 

à un taux de 10 b a c t é r i e s  p a r  m i l l i l i t r e ,  en mésophile e t  en 

thermophile. Ces b a c t é r i e s  s o n t  des acétogènes p roduc t r i ces  obl igées  

d'hydrogène e t  en présence de s u l f a t e ,  e l l e s  sont  a ssoc iées  à une 

s u l f a t o r é d u c t r i c e  u t i l i s a n t  l 'hydrogène. Dans les d i l u t i o n s  e t  

enrichissements,  nous n 'avons jamais m i s  en évidence de b a c t é r i e s  

s u l f a t o r é d u c t r i c e s  du groupe des Sapovorans u t i l i s a n t  l e s  A. G. L .  C. en 

présence de s u l f a t e  ou capable de c r o f t r e  en syntrophie avec une 

méthanogène hydrogénophile. 

Nous avons montré que l a  gamme des s u b s t r a t s  de ces b a c t é r i e s  

acétogènes syntrophes,  t o u t  au moins pour les b a c t é r i e s  i s o l é e s ,  

s ' é t e n d  des AGV aux A.G.L .C. .  Ces souches bacter iennes  pour ra ien t  donc 

s e  maintenir  dans l e s  d i v e r s  écosystèmes méthanogènes par  l e u r  capac i t é  

à r é a l i s e r  l i acé togenèse  à p a r t i r  des  a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s ,  

in te rmédia i res  de fermentat ion.  L ' a p t i t u d e  à dégrader l e s  g lycé r ides  ou 

les a c i d e s  gras a é t é  mise en évidence chez des boues de d i v e r s  

ciigesteurs méthanogènes dans l e s q u e l s  c e s  composés ne son t  pas l e s  

s u b s t r a t s  carbonés dominants (exemple : r é a c t e u r  monoétape s u r  r é s i d u s  

s o l i d e s  de c a r o t t e s ) .  Cela souligne l e  c a r a c t é r e  ub iqu i s te  des 

a s s o c i a t i o n s  syntrophiques a p t e s  à dégrader les l i p i d e s .  Les souches 

acétogènes i s o l é e s ,  qui s o n t  incapables  de l y s e r  les  t ryacy lg lycéro l s ,  

ne possèdent pas  l a  f a c u l t é  de s y n t h é t i s e r  des l i p a s e s  e t  s o n t  

dépendantes des b a c t é r i e s  l i p o l y t i q u e s  t e l l e  Anaerovibrio l i p a l y t i c a .  

La dégradation des g r a i s s e s  n ' e s t  obtenue que p a r  l ' a s s o c i a t i o n  de 

p l u s i e u r s  types bac té r i ens  : l i p o l y t i q u e s ,  acétogènes e t  méthanogènes. 

D e s  concentra t ions  é levées  en a c i d e s  g r a s  à longues chaînes on t  pu ê t r e  

u t i l i s é e s  pour les enrichissements e t  les c u l t u r e s  en d iscont inu grâce  

à l ' emplo i  du chlorure  de calcium. Sans u t i l i s a t i o n  de composés 

d é t o x i f i a n t s ,  les concentra t ions  d ' a c i d e s  g ras  u t i l i s é e s  provoquent une 

i n h i b i t i o n  complète de l ' a c t i v i t é  biologique.  Parmi l e s  d i v e r s  composés 

testés pour l e u r  p o t e n t i a l i t é  de d é t o x i f i c a t i o n ,  s e u l  l e  chlorure  de 

calcium a une a c t i o n  suffisamment généra le  s u r  les d i v e r s  ac ides  g ras .  

Le calcium a g i t  par  formation de savon d ' a c i d e s  g r a s  très inso lub les .  

Pour les ac ides  s a t u r é s ,  un appor t  équinormâle de calcium s u f f i t  à 

d é t o x i f i e r  l e  mil ieu.  Dans l e  cas  des ac ides  i n s a t u r é s ,  reconnus comme 



très i n h i b i t e u r s ,  l a  quan t i t é  de calcium à a j o u t e r  d o i t  ê t r e  augmentée 

( rappor t  ac ide  g r a s  s u r  calcium i n f é r i e u r  à 1) a f i n  de diminuer l a  

concentra t ion en ac ides  g ras  l i b r e s  jusqu 'à  une va leur  i n f é r i e u r e  au 

s e u i l  de t o x i c i t é .  

Les souches acétogènes syntrophes i s o l é e s  dégraàent  les ac ides  g r a s  

l i n é a i r e s  en a c é t a t e  e t  hydrogène, lui-même u t i l i s é  pa r  l a  souche 

hydrogénophile associée .  Ces souches syntrophes s o n t  capables de 

régénérer  l e u r s  coenzymes pa r  excré t ion  d'hydrogène v i a  une hydrogénase 

lorsque l a  p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène est suffisamment f a i b l e .  Les 

r é s u l t a t s  obtenus s o n t  en accord avec l 'hypothèse  de l a  R-oxydation : 

l o r s  de l a  dégradation des a c i d e s  s a t u r é s  à nombre p a i r  de carbone, l e  

caproate appara f t  t r ans i to i rement  e t  l o r s  de l a  dégradation de l ' a c i d e  

undécanoique, une f a i b l e  accumulation t r a n s i t o i r e  d 'heptanoate  e t  de 

v a l é r a t e  e s t  observée e t  e n t r a î n e  un décalage e n t r e  l a  productior~ 

d ' a c é t a t e  e t  de propionate au cours de l a  c iné t ique  de dégradation de 

l ' a c i d e  g ras .  La présence d ' ac ide  butyrique l o r s  de l a  dégradation de 

l ' a c i d e  undécanoique ( C 1 1 )  es t  c o n t r a d i c t o i r e  avec l e  mécanisme de l a  

R-oxydation. Cependant, quelque s o i t  l ' a c i d e  g ras  u t i l i s é ,  une f a i b l e  

concentra t ion r é s i d u e l l e  en ac ide  butyrique e s t  souvent  présente  en f i n  

de c u l t u r e  indiquant  une v o i e  poss ib le  de synthèse à p a r t i r  de 

l ' a c é t a t e  formé. 

L'accumulation d ' a c i d e  acé t ique  consécutive à l ' u t i l i s a t i o n  de l ' a c i d e  

g r a s  a t h k r i q u e m n t  un e f f e t  défavorable sur l a  thermodynamique de l a  

r é a c t i o n  d 'acétogenèse.  Dans l e s  r é s u l t a t s  obtenus, l a  dégradation des  

ac ides  gras est complète e t  n ' e s t  pas l i m i t é e  en f i n  de croissance  par 

l 'augmentat ion de l a  concentra t ion en ac ide  acét ique .  

On d o i t  supposer que l a  souche de M. h u n ~ a t e i  a s soc iée ,  impose dans l e  

mi l ieu  une PH suffisamment f a i b l e  pour que l e s  v a r i a t i o n s  de 
2 

concentra t ion en a c é t a t e  n ' i n f l u e n t  pas s u r  l a  v i t e s s e  de dégradation 

de 1 ' acide  g ras .  

Les ac ides  g r a s  à longues chaînes,  t o u t  comme l e s  a c i d e s  organiques 

pénè t ren t  dans les  c e l l u l e s  bactér iennes  sous forme acide l i b r e  où i l s  

sub i s sen t  f a  R-oxyaation. La non u t i l i s a t i o n  des a c i d e s  g r a s  l i n é a i r e s  

à p l u s  de 18 carbones peut  s 'expliquer par les cons tan tes  de 

d i s s o c i a t i o n  de leurs savons de calcium, t r o p  f a i b l e s  pour que l a  

f r a c t i o n  ac ide  l i b r e  s o i t  s i g n i f i c a t i v e .  L' acide s t é a r i q u e  pur e s t  t r è s  

peu dégradé par l a  c u l t u r e  OW. La mei l l eu re  u t i l i s a t i o n  de c e t  a c i d e ,  



l o r s q u ' i l  e s t  en mélange avec l ' a c i d e  palmi t ique ,  p o u r r a î t  s ' e x p l i q u e r  

pa r  12 formation de savons p lus  a c c e s s i b l e s  mais l e s  r é s u l t a t s  ne nous 

permettent  pas d ' avancer d ' hypothèses p l u s  p réc i ses .  

La présence d ' i n t e r m é d i a i r e s  de dégradat ion  de l ' a c i d e  undécanoique 

(heptanoate ,  v a l é r a t e )  r e l a r g u é s  dans l e  mil ieu en cours  d ' incuba t ion ,  

semble s i g n i f i e r  que l e s  a c i d e s  g r a s  peuvent,  dans un premier  temps, 

s u b i r  pa r t i e l l ement  l a  B-oxydation avant  d ' ê t r e  r é a s s i m i l é s  e t  

dégradés. 

Les s u b s t r a t s  des  souches acétogènes i s o l é e s  s o n t  l e s  a c i d e s  g r a s  

l i n é a i r e s  s a t u r é s  e t  i n s a t u r é s .  Les l i m i t a t i o n s  à c e t t e  gamme s o n t  : 

l e s  a c i d e s  g r a s  à p lus  de 18 carbones,  e t  l e  l i n o l é n a t e ,  ac ide  g r a s  

t r i i n s a t u r é .  L ' o l é a t e  e t  l e  l i n o l é a t e  s o n t  u t i l i s é s  e t  les deux 

hypothèses d é c r i t e s  dans l a  p a r t i e  bibl iographique peuvent ê t r e  

avancées pour exp l iquer  l ' u t i l i s a t i o n  de ces ac ides  : s o i t ,  il y a 

hydrogénation p a r  l a  b a c t é r i e  syntrophe e n  p réa lab le  à l a  B-oxydation, 

s o i t  l ' a c i d e  e s t  d é s  adé sous s a  forme i n s a t u r é e  juçqu 'à  ce  qu'une 

r é a c t i o n  d ' i somér i sa t ion  s o i t  n é c e s s a i r e  à l a  poursu i t e  de l a  

B-oxydation. 

L'absence de dégradation de l ' a c i d e  l ino lén ique  s ' e x p l i q u e  p a r  deux 

hypothèses : s o i t  l ' a c i d e  e s t  t r o p  i n h i b i t e u r ,  même à très f a i b l e  

concentra t ion ,  s o i t  comme c e l a  a  é t é  observé dans l e  rumen où une 

b a c t é r i e  s e u l e  ne peut  hydrogéner complètement l e  l i n o l é n a t e  en 

s t é a r a t e ,  l a  souche syntrophe serait  incapable  de r é a l i s e r  c e t t e  

t ransformat ion .  C e  d e r n i e r  p o i n t  p o u r r a î t  ê t r e  confirmé par  

l ' a s s o c i a t i o n  en c ro i s sance  s u r  ac ide  l ino lén ique  de l a  c u l t u r e  016 avec 

m e  souche de Buty r iv ib r io .  Ce t t e  b a c t é r i e  hydrogène l ' a c i d e  en un 

isomère monoinsaturé qui  p o u r r a î t  ê t r e  u t i l i s é  par  OM. 

La phase de l a t e n c e  de l a  c u l t u r e  SM c u l t i v é e  s u r  ac ide  o lé ique  a u r a i t  

pu s ' e x p l i q u e r  pa r  une é tape  de synthèse  d'enzymes nécessa i res  à 

l 'hydrogénat ion  du s u b s t r a t ,  mais l ' e f f e t  r e t a r d  e s t  conservé même 

après  p l u s i e u r s  repiquages de l a  c u l t u r e  s u r  ac ide  o lé ique .  

Les souches acétogènes syntrophes i s o l é e s  p résen ten t  une é tonnante  

s p é c i f i c i t é  de s u b s t r a t s  : s e u l s  son t  u t i l i s é s  les ac ides  g r a s  

l i n é a i r e s ,  p a i r s  e t  impairs ,  s a t u r é s  e t  i n s a t u r é s  avec les r e s t r i c t i o n s  

d i s c u t é e s  précédemment. Le propionate n ' e s t  pas u t i l i s é .  



Cet ac ide  g ras  c o n s t i t u e  un cas à p a r t  dans l a  mesure où il n ' e s t  

généralement pas dégradé par  l e s  b a c t é r i e s  syntrophes u t i l i s a n t  

d ' a u t r e s  ac ides  g r a s  v o l a t i l s ,  mais p a r  des b a c t é r i e s  dont il est l e  

p r i n c i p a l  s u b s t r a t  dans l e s  d iges teurs ,  t e l l e  Syntrophobacter wol in i i  

(BOONE - 1980). 

Les ac ides  g r a s  ramif iés  ou hydroxylés, les méthyles ters  d ' a c i d e s  g r a s ,  

l e s ' a c i d e s  organiques ne son t  pas u t i l i s é s .  Les souches i s o l é e s  s e  

d i s t inguen t  donc des  souches d é c r i t e s  p a r  SHELTON (1984) ou STIEB 

(1985) ca r  e l l e s  n ' u t i l i s e n t  n i  l ' i s o b u t y r a t e ,  n i  l e  2-DL 

methylbutyrate. De p lus ,  l e s  souches i s o l é e s  ne s o n t  pas sporulantes .  

L ' isoheptanoate,  que Syntrophomonas wolfei (Mc INERNEY - 1981) dégrade 

en a c é t a t e  e t  i s o v a l é r a t e  n ' a  pas é t é  t e s t é ,  mais S. wolfei  ne dégrade 

pas  l e s  A.G.L.C. en présence de calcium ( r é s u l t a t s  non c i t é s ) .  

Les l i m i t e s  de croissance  de l a  cocu l tu re  OM son t  proches des l i m i t e s  

d é c r i t e s  pour l a  souche JF1 de M. hungatei  : optimum de pH e n t r e  6,6 e t  

7 , 4 ,  de température e n t r e  30 e t  37Oc (FERRY - 1974). 

De même, l a  présence d ' ac ides  aminés e t  de vi tamines dans l e  mil ieu de 

croissance  f a v o r i s e  l e  développement de M. hungatei (FERRY - 1977). 

Les condi t ions  de c ro i s sance  de chacune des  souches composant l a  

cocu l tu re  ne peuvent ê t r e  p réc i sées .  Le temps de doublement de l a  

c u l t u r e  OW e s t  v o i s i n  de 40 heures sur les  d i f f é r e n t s  ac ides  g r a s  

t e s t é s .  Il est  nettement p lus  c o u r t  que l e  temps de généra t ion de 

S. wolfei a s s o c i é  à M. hungatei sur bu ty ra te  (84 H ) .  Lorsque S. wolfei - - 
es t  c u l t i v é  en a s s o c i a t i o n  avec Desulfovibrio,  l e  temps de doublement 

de l a  cocul ture  e s t  diminué (54 H ) .  Par  con t re ,  dans nos r é s u l t a t s ,  l a  

souche hydrogénophile (méthanogène ou s u l f a t o r é d u c t r i c e )  n ' i n f l u e  pas 

s u r  l e  temps de généra t ion de l a  cocu l tu re .  

La souche syntrophe de l a  c u l t u r e  OM possède l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

mûrphologiques e t  métaboliques des b a c t é r i e s  du genre Syntrophomonas 

dont wolfei est  l a  s e u l e  espèce d é c r i t e .  

Dans une pub l ica t ion  en cours  de rédac t ion  nous proposons l e  classement 

de l a  b a c t é r i e  qui a é t é  i s o l é e  dans l e  genre Syntrophomonas e t  l a  

c r é a t i o n  d 'un  nouveau nom d'espèce : Syntrophomonas b r y a n t i i  en hommage 

à M.P. BRYANT qui  e s t  l e  premier à a v o i r  i n t r o d u i t  en microbiologie des  

anaérobies les no t ions  de syntrophie  e t  de t r a n s f e r t  o b l i g a t o i r e  

d '  hydrogène in te respèces .  



C O N C L U S I O N S  - P E R S P E C T I V E S  



CONCLUSION 

Substrats 

L a  méthanisation des  rés idus  g lucidiques  e t  c e l l e  des l i p i d e s  s 'opposent  sur 

bien des po in t s .  Les rendements de conversion des matières organiques en 

méthane obtenues l o r s  de nos e s s a i s  s o n t  respectivement de 0,37 ( g l u c i d e s )  e t  

0 ,65 ( l i p i d e s )  1. méthane par g .  de matière organique. Ces valeurs  confirment 

ce que i ' é t u d e  bibl iographique a v a i t  f a i t  r e s s o r t i r  : les  l i p i d e s ,  s u b s t r a t  

trés hydrogéné, son t  t ransformés en méthane avec un t r é s  bon rendement de 

conversion mais s o n t  également t r é s  avares  à dispenser  de l ' é n e r g i e  aux 

b a c t é r i e s  r é a l i s a n t  l e u r  dégradation. D e  p l u s ,  d 'un p o i n t  de vue 

technologique, l ' a d d i t i o n  de ch lo rure  de calcium e s t  indispensable pour 

a s s u r e r  l a  f a i s a b i l i t é  de l a  méthanisat ion des  ac ides  g r a s  à longues chaînes 

(problème de t o x i c i t é ) .  

L a  sépara t ion  des  phases d 'hydrolyse  e t  de méthanogenèse e s t  un moyen e f f i c a c e  

pour augmenter l a  v i t e s s e  de dégradation des rés idus  hémicellulosiques.  En 

e f f e t ,  lorsque l a  v i t e s s e  d ' hydrolyse du s u b s t r a t  n ' e s t  pas l i m i t a n t e ,  

l ' avan tage  du procédé provient  du maintien, dans un r é a c t e u r  f i l t r e  deuxiéme 

é tape ,  d 'une  biomasse méthanogène dont l a  capac i t é  à dégrader l e s  a c i d e s  g r a s  

v o l a t i l s  e s t  optimisée.  

Par c o n t r e ,  l a  sépara t ion  des phases ne p résen te  aucun i n t é r ê t  pour l a  

fermentat ion méthanique des l i p i d e s  compte-tenu de l f a c c u i t é  des problémes de 

t r a n s f e r t s  ob l igés  d'hydrogène e n t r e  l e s  espèces bactér iennes  u t i l i s a n t  l e s  

ac ides  g r a s  à longues chafnes e t  de p lus ,  l e s  c i n é t i q u e s  dtacétogenèse à 

p a r t i r  d e s  ac ides  g r a s  e t  de méthanogenèse à p a r t i r  de l ' a c é t a t e  s o n t  

comparables. 

Tempéraetme 

A p a r t i r  de déchets  g lucidiques  polymérisés, on a t t r i b u e  généralement un 

a v m t a g e  c iné t ique  à l ' é t a p e  d 'hydrolyse thermophile. Dans nos r é s u l t a t s ,  nous 

avons c o n s t a t é ,  en fonc t ion  des  condi t ions  de fermentat ion,  un é c a r t  t r é s  

v a r i a b l e  e n t r e  l e s  performances de méthanisat ion obtenues en mésophile e t  en 

thermophile. Ainsi ,  nous avions conclu à la s u p é r i o r i t é  du t r a i t ement  

thermophile pour l a  1 iquéÏac t ion  des déchets  s o l i d e s  de légumes, au vue des 



r é s u l t a t s  sur déchets  de pelage de c a r o t t e s .  Pa r  con t re ,  en u t i l i s a n t  un 

r é s i d u  de na tu re  d i f f é r e n t e  ( h a r i c o t s )  , les  performances de l i q u é f a c t i o n  

q u a n t i t a t i v e s  (rendement d 'hydrolyse ) e t  q u a l i t a t i v e s  (p rodu i t s  de 

fermenta t ion)  son t  comparables à 35OC e t  à 60°C. 

I l  s ' a v è r e  que, lorsque l e s  r éac t ions  d'acétogenèse s ~ n t  f a v o r i s é e s  par  une 

t r é s  f a i b l e  p ress ion  p a r t i e l l e  d'hydrogène, elle-même l i é e  à une a c t i v a t i o n  de 

l a  méthanogenèse de réduct ion,  l e s  r é s u l t a t s  de méthanisation des déchets  

g lucidiques  ne p résen ten t  pas  de d i f f é r e n c e  p a r  influence de l a  température. 

Lors de l a  méthanisat ion d 'un  s u b s t r a t  l i p i d i q u e ,  l e s  r éac t ions  d tacétogenèse  

s o n t  une é tape  c l é  du processus. La remarque précédente explique que, en 

fermenteurs monoétapes où les t r a n s f e r t s  i n t e r s p é c i f i q u e s  d 'hydrogène son t  

f a v o r i s é s ,  l e s  r é s u l t a t s  de méthanisat ion s o i e n t  pratiquement inchangés p a r  l a  

1 condui te  du p i l o t e  en mésophile ou en thermophile. 

Pression partielle d'hydrogène 

S i  l ' i n f l u e n c e  de l a  température e s t  gommée lorsque l e s  t r a n s f e r t s  

i n t e r s p é c i f i q u e s  d'hydrogène son t  opt imisés ,  à p a r t i r  de s u b s t r a t s  dont 

l ' hydro lyse  n ' e s t  pas  l i m i t a n t e ,  l e s  charges volumiques app l i cab les  aux 

r é a c t e u r s  de méthanisat ion son t  quand même limitées p a r  l e  dépassement de l a  

capac i t é  des  méthanogènes hydrogénophiles à maintenir  une p ress ion  p a r t i e l l e  

d'hydrogène t r é s  f a i b l e  : l e s  coenzymes r é d u i t s  p rodu i t s  au cours de l a  

fermentat ion son t  a l o r s  régénérés p a r  d ' a u t r e s  voies  métaboliques que c e l l e  

abou t i s san t  au dégagement d'hydrogène e t  en p a r t i c u l i e ?  p a r  l a  vo ie  de 

synthèse  du propionate à p a r t i r  de l ' a c é t a t e  e t  de l 'hydrogène. 

D 'aut re  p a r t ,  c e r t a i n s  r é s u l t a t s  nous l a i s s e n t  penser que l a  présence 

d'hydrogène moléculaire à f a i b l e  concentra t ion p o u r r a i t  avo i r  un e f f e t  n é g a t i f  

sur l a  méthanogenèse à p a r t i r  de l ' a c é t a t e .  Ce t t e  observation a é t é  f a i t e  l o r s  

de l a  dégradation simultanée d ' ac ides  g r a s  à longues chaînes e t  d ' ac ide  

acé t ique  mais c e  r é s u l t a t  repose s u r  des d i f férences  de v i t e s s e s  apparentes  de 

dégradat ion d ' a c é t a t e ,  en présence ou non dfAGLC, v i t e s s e s  qui  s o n t  en f a i t  l a  

r é s u l t a n t e  des c i n é t i q u e s  d ' u t i l i s a t i o n  e t  de n é o f o r m a t i ~ n  de l ' a c i d e  

acét ique .  L ' u t i l i s a t i o n  d ' a c é t a t e  marqué pourrô nous permettre de comparer l e s  

v i t e s s e s  r é e l l e s  de consommation e t  de confirmer ou d ' i n f i r m e s  c e  r é s u l t a t .  



Microbiologie 1 

Dans l e s  f l o r e s  adaptées s u r  l e s  s u b s t r a t s  (g luc ides  e t  l i p i d e s ) ,  l a  d e n s i t é  I 
7 

( 1 0  b a c t é r i e s  p a r  m l )  e t  probablement l a  na tu re  des b a c t é r i e s  acétogènes I 

productr ices  ob l igées  d'hydrogène son t  comparables. A p a r t i r  des l i p i d e s ,  ces  
I 

b a c t é r i e s  conver t i s sen t  l a  majeure p a r t i e  du carbone organique en s u b s t r a t s  
1 

des méthanogènes, t a n d i s  que s u r  s u b s t r a t  g lucidique,  l e u r  r ô l e  e s t  d ' é v i t e r  
1 
l 

l ' accumulat ion des in te rmédia i res  de fermentat ion dans l e  mi l ieu .  C 

Dans l e s  d iges teurs  méthanogènes t r a i t a n t  des déchets  végétaux, l e s  b a c t é r i e s  

méthanogènes rencontrées  classiquement son t  des f i laments  de type  Methanothrix 

ou des sa rc ines .  Nous avons cons ta té  l ' absence ,  dans l e s  r éac teurs  a l imentés  

en cont inu par  un e f f l u e n t  r i c h e  en l i p i d e s ,  de f i laments  a c é t o c l a s t e s  e t  une i 
prédominance des formes s a r c i n e s .  Un b a c i l l e  a c é t o c l a s t e  thermopnile à 1 
également é t é  e n r i c h i  sur un t e l  s u b s t r a t .  De p lus ,  s i  en thermophile les 1 

méthanogènes hydrogénophiles s o n t  d'un type c l a s s i q u e  morphologiquement vo i s in  
' 
l 

de Methanobacterium thermoautotrophicum, en mésophile l e s  b a c i l l e s  de type  i 
Methanospirillum , présen t s  à l ' o r i g i n e  dans l e s  boues, o n t  é t é  l e s s i v é s  e t  

l e s  b a c t é r i e s  du genre Methanogenium prédominent. Deux press ions  de s é l e c t i o n  

jouent  sur l a  modificat ion des f l o r e s  des d iges teurs  a l imentés  par  l ' e f f l u e n t  

l i p i d i q u e  : l a  présence des  a c i d e s  g r a s  à longues chaînes e t  l a  minéra l i sa t ion  

du mi l ieu  (sodium e t  calcium).  

Bactéries acétog6nes syntrophes 

La dégradation complète des l i p i d e s  en anaérobiose n é c e s s i t e  l ' a s s o c i a t i o n  

minimale de qua t res  types  bac té r i ens  : une t e l l e  c u l t u r e  modéle p o u r r a i t  ê t r e  

r e c o n s t i t u é e  à p a r t i r  de : Anaerovibrio l i p o l y t i c a ,  Syntrophomonas b r y a n t i i ,  

Methanospirillum hungatei e t  Methanosarcina mazei. 

La b a c t é r i e  acétogène syntrophe i s o l é e ,  S. b r y a n t i i ,  oxyde les AGLC p a r  un 

mécanisme a s s i m i l é  à l a  B-oxydation. Ce t t e  souche APOH u t i l i s e  un t r è s  l a r g e  

s p e c t r e  d ' ac ides ,  du bu ty ra te  au l i n o l é a t e ,  mais s e u l  l e s  ac ides  à c h a b e s  

l i n é a i r e s  s o n t  dégradés. 

L a  n é c é s s i t é  d ' a j o u t e r  du calcium dans l e s  milieux de c u l t u r e  pour l e v e r  

l ' i n h i b i t i o n  par les ac ides  g r a s  longs à pour e f f e t  de diminuer l a  

concentra t ion en a c i d e s  ass imi lab les  : quelque s o i t  l a  concentra t ion en  ac ides  

g r a s  i n i t i a l e ,  si il y a appor t  s toechiométrique de calcium, l a  concentra t ion 

en ac ides  g r a s  l i b r e s  dépend directement de l a  constante  de d i s s o c i a t i o n  du 

savon de calcium. La v i t e s s e  de dégradation de l ' a c i d e ,  dans ces  cond i t ions ,  

es t  l iée ,  comme nous l ' avons  noté  dans no t re  pub l ica t ion  (annexe 31, à c e t t e  

cons tan te  de d i s s o c i a t i o n  e t  l e  temps de généra t ion optimal de Syntrophononas 



bryant i i  e s t  obtenu par cul ture  sur  acide laurique ou myristique, acides gras  

à longues chaînes pour lesquels l a  constante de dissociat ion des savons de 

calcium e s t  plus élevée mais ne conduit pas à l a  l ibéra t ion  d'une 

concentration en acides gras  l i b r e s  toxique pour l a  population bactérienne. 

L'isolement d'une bactér ie  acétogène syntrophe u t i l i s a n t  l e s  acides gras à 

longues chaînes e s t  une étape importante pour l a  poursuite des recherches sus 

l e  catabolisme de ces acides en anaérobiose. 
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ANNEXE 1 

ACIDES GRAS A LONGUES CHAINES, SATURES ET INSATURES. 

NOMBRE DE NOMENCLATURE NOM USUEL 
CARBONE : 

FORMULE MASSE TENP. 
: GENERALE : MOL. : FUSION : 

C13:O 

C14:O 

C l  5 :O 

C16:O 

C16: l  

Cl7:O 

C l8  :O 
-. 

C18: l  

C18: l  

n t r i d e c a n o i q u e  

n t e t r adecano ique  

n pentadecanoique 

n hexadecanoique 

9 hexadecenoique 

n heptadecanoique 

n octadecanoique 

c i s - 9  octadece. 

c i s - 6  octadece. 

C18: l  282,5 

- 

m y r i s t i q u e  

- 

p a l m i t i q u e  

p a l m i t o l e i q u e  

margar ique 

s t é a r i q u e  

o l e i q u e  

p e t r o s e l e n i q u e  

4S0c t r a n s - 9  octadece.  e l a i d i q u e  

'1 3H2602 
214,4 41,3Oc 

57,2Oc - 
52,4Oc 

62,g0c 

- 

6 I 0 c  

69Oc 

13.a0c 

- 

1 4H2802 
228,4 

C15H3002 
242,4 

I 

C16H3202 
256,4 

C16H3002 
254,4 

'1 7H3402 
270,s 

'1 eH36*2 
284,5 

'1 aH34@2 
282,5 

C18H3402 
282,5 

I 
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TWO-STAGE ANAEROBIC DIGESTION OF SOUD VEGETABLE W A S E S  

Bench-scaie studies 

8, V E R R m  (*), F. ROY (*)y M. FL0R-Z (-1 1 I 

(*) INRA Station de Technologie Alimentaire 
369, rue Jules Guesde 

59650 VILLENEUVE DtASCQ - France 

(*) ANJOU RECHERCHE 
52, rue d'Anjou 

75008 PARIS - France 

INTRODUCTION l 

This study compares oingie and two-stage digestion of vegetabie wasto from a 
cannery in northern France. The wastes cunsist of ca r ro t  parings, rich in hemi- 

cellulose and s irnple sugars. 

Compasition of the cafibt oarinw 

MATERIALS AND METWODS 

. The two single-stage digesters  a r e  of the  compietely mixed type, have a 16 1 I 

volume, and are fed ssmi-continuously every day. The tempera ture  is regulated 1 
a t  35OC in one and 55OC in the  other. These tempera tures  a r e  the  opcimum meso- 
philic and thermophilic respcctiveiy for acetociast ic  methanogenie bacteria.  

3 

TSKN 

g NQ*' 

In the  two-step process, the  urganic m a t t e r  is first liquefieti and theo gazified 
l 

in a second methanization reactor .  The system consists of: 

% cellulose 

in the  D.M. 

- two cmpletelv mixed liquefactim reactors (7 : useful volume! reguiated ar  
60°C and 35OC (optimum for growth o f  thermophiiic and mesophiiic hydrolyi~:. 

Total 
COD 

g o j k g - '  

bacterid. In these' semi-ccntj&ouç reactorç with detention t imes  shorter  tharr 
t he  generation t i~ne  of ac-toclastic methanogenic Sacteria,  the phases have 
t o  be separatia betweon the  two steps. For this purpose :ne substrare t o  be 

Voiat ile 
m a t t e r  

g*l<g-l 

? 

95.3 
t 

90.4 

Dry 
m a t t e r  

- 1 
4 . 4  

i 

82.4 
1 

9.2 
1 

2.0 



iiquefiec is parti). diiutsd w i t h  the treated effluent of  the second staoe filter. 

The withdrawi; hvaroivsate 1s strained (0.8 mm:, and the fi-actton composed 
o f  coarse suspende6 soitds 1s removed. 

- an anaerobic upffow mesuohiiic (35°C) filter reactor (2.5 ! useful volume : 
?VC rlng support: vacuum coefiiclent: 8'1 %). Thts rca-tor i s  continuously iec! 
with  the straineo hydroiysste fram the first stage. The filter's supernatant 
1s recycied a t  its base (1 fermenter volume recycied in 20 mn per 4 n cycle:. 

. The different digesters are inocuiated with siudge from urban digesters. 

. The parameters used for the m~ni ior ing  of  the pilots are the followinç: 

- total dry matter,  total  volatile mat ter  - total COD, soluble COD - voiatiie f a t t y  acids - alcohols - organic acids (lactic; succinie) - total sugars - TKN, ammonia N 
- gas voiume, composition 

RESULTS 

The main resuits are surnmarired in Table I. The limit loads are  thas, o a t  which 
propionis acid beqins t o  accumulate. 

When not controlied, pH drops rapidily. At pH 1.0 the metaboiic reactionr are 
ariented towards the production of  lactic acid a t  a v e r y  low rate. 

For a pH above 5.5, tho rrsults of the liqudaction af vegétabie wastes show 
that  Che cnly soiubit ampoundspresent in the hydrolysate are voiatile f a t t y  acids 
(VFA) and ethanol. Neither simple sugar nor succinic or lactic acids wcre detected 
The monomers produced by hydmiysis are rapidly transformed by acidogrnesis 
and the quantity of VFA and aicohols present ~ndicates  the s ta te  of progression 
of  the hybroi ysis. 

A t  pH 5.5, liquefaction is not vrry performant and is idenrical in the mesophilic 
or thermophiiic s t a t e  (37 96 of the carbon in the initial organic mat tcr  is 
transformed into VFA -ethanal). 

A t  pH 6.5, hydnlysis is significantly better in the thermophile s t a t e  (61% o f  
the carbon o f  the  voiatiie mat ter  added ends up in the VFAs-ethanoi as against 
kt?% in mesaphile). 

h this pH range the 1ow rato of synthesis of propionic acid in t h e r n o ~ h i i i c  lique- 
faction is rsmarkabie ias c~rnpared  with  the total carbon contclrned in the VFas 
formed a t  pH 6.5: prcip~onic acid in thermophile versus 21 Oh in mesophile 
stats). 



During hyaroiysis a t  p i i  6.5, the  gas producsd in the  mesophile s t a t e  is composed 
of CO2 - CH& (77% 23%; and in the thermophile mainly of CO? - HZ (68%, 
??%, 3% CH&). Thts difference is due to  the  high scnsitivity of thermophillc 
methanogenic bactcria using hydrogen for slight variations in t e m p e r a t u r e , ~ n  
partjcular when feeàinq. This explain why t h e  specrrum of the therrnopn-iiic 
acidogenesis products contains more reduced compounds (ethancl, butyrate).  

. Methanization staoe 

W ith the  same ioading rate,  semi-cont inuous methanization of the  thermophilic 1 
hydrolysate is more performant than that o f  the  mesapnilic hydrolysate (figure 3 >. 1 
This difference is re is ted  Lo t he  mesophilic hyàrolysate'r  proprionic acid content.  1 

I 

O 5 10 15 20 time (h) 

4 ,  

3 ,  

2 ,  

1, 

Fig. 1 : RDduction of  methane from mesaphilie and themophiiic hydmlysates 
in a mesophiiic filter 

thermophilic a- *ll.$ --- 
hy dry iosat ,*y * * - -  

O* O mes~philic 
/* 0 -  *- 0 - 

* **de .@- 

- 0 -  
/ *' 

I 1 I 1 -  

Figure 2 shows tne  methane production of the  filter continuo~.sly fed wi th  the  
strained thermophilic hydmiysate as a f u n c t ~ o n  - .  ~f t h e  ingoing COD load. The 

hydrolysis condit ions: 60DC, 12  g VM 1--'  d- ' , 2-day hydraulic detention t ims, 
pH 6.5. 

By progresstvely increasing t h e  load, high productivity levels were a t ta ined -' -1 
i 

' -1 
(7  m' CH4 rn d ), and for  a productivity of & t o  5 rn3 CH4 m- 3 , purification l 
remains signif icant b i t h  reference t a  the  raw substrate: 96% removal e i i i c i e n c ~  
with respect t:, the  volatile matter).  



acetic acic! in the effluent 

Fig. 2 : Methme pmduction v e w  iosd appiicd 

The pmductivity of the  two-stage system has t o  take account of the  to ta l  reac tor  
volume used. Figure 3 shows the  rnethane production of the  process with respect 
to  the  gas production in the  f i l ter ,  i tself related to a known volume of hydrolysate. 

J The highest productivity (2.4 rnJ CH4 m' d") is obtained with a two-stage system 
in which the  rat io of  the  volume of the  first  reac tor  t o  the  f i l te r ' s  useful volume 
is 3.9. 



Filter pmductiv ity 
-1 -1 ( 1  CH4.1 .j ) 

F i e  3 : PFOcess' CH4 pruciuctivity versus 
gas production in the filter 

DISCUSSION 

The advantage of a single s tage  thermophilic process with regard to  t h e  appiied 
lcad is due to  the  iow ievel of synthesis of proprionic acid a t  this temperature.  

. Ljqwfaction 

During the  liqucfaction stage three  types of main m e t a ~ o l i c  ~ h e n o m e n a  are  
selected : hydmlysls, acidogenesis and reducing methanogenesis use hydrogen. 
Reguiatinq pH a t  6.5 is favorabie to  the  hydroiysis reactions, and the recyclinq 
of the  methanized eff luent  allows to  limit the  quantity o f  neutralizing âqent 
entering into the  process. The feeding mooe sntai is  an snser of innibitlon 
of t h e  reactions by the  accumuiated volatile f a t ty  acids. 



Ir. the oPi conaitionr favorinc hyoroiysis (6.5:. tne influence of ternoeraturr rs 
s i q n ~ f i c ~ n t  and faifors therrnophiiic Oi~estion. Morefiverl t he  liauefied t h e r n o ~ h i i l c  
substrate IS aovantageous for methane production owinc tc  its low propianae 
Concentra: ton. 

- 
I he torm iiquefaction. wnich designates the part of  tne dissoivec organic mattpr 
after nyarolysis, is in fac: used here in the more practica! sense and applies 
t o  the fraction heuin- percofated through tne 0.8 mm strainer ancl able ta  transrt 
in the methanizat ion reactor without any risks. 

In the second stage fi l ter  fbd for the  most part with  VFAs the acetogenesis and me 
nogsnesrs react ions occur in ô priviieged fashlsin. 11 is therefare important that the 
composi:ion and DH of the  hydrolysate not be subject to  suddan changes with 
éime so thât  the sensitive acetogenesis reactions will not be perturbed. 

The ioading aoplied t o  the  continuously-fcd filter can mach 40 kg CoD/m'/d 
with the filter 's pmductivity remaining very high, but the purification efficiency 
is greatly reduced and the overall productivity declines. 

Wi th  the type of high vacuum coefficient support used, the purification perfor- 
mances and the f ilter's productiv i t y  a re  maintained wi  t h  a reduced recircutation 
(70% of the filter voiume recycled/24 h). 

. Cornpartson of  the thme systems 

A comparison of the two single-stage processes shows the superiority o f  thermo- 
philic digestton in terrns of methane production and the admissible load. The 
purification performances a re  approximately equal. The thermophilic process 
is therefore particularly suired when it can be associated with a iow level calorie 
recovery to  heat the reattor.  

The two most efficient systems (single-stage thermophilic and two-stage thermo- 
philic-mesophil1c) have similar productivity rates and heating needs. The cnotce 
will therefore be made on the basis of other criteria: 

Sinale-staoe thermoohilic staae 

. simpiicity of the process . fairfy iow purification e f f ic~ency  (83% with respect to Vh?) . bad reaction to  ovarloading: accumuiation of proprionic acid 

Two-staoe: thermoohilic-mesophilic 

. highly stable process able to  withçtand high peak loading 
high purification efficiency (96% with respect to VM)  . the more complex treatment in two reactors requires neutralization in the 
f irst s ta  ge. 

The two-stage system can be improved through the study of a cantinuous coupiin- 
o f  the two resctors (neutraiization and extraction of the  fa t ty  acids iormed). 
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Two highly pmüM syntrophic associations resulting in acetogenesis frim stearate (SM) and oleate (OM) 
were obtained from the sludges of a sewage digestor. In both cases, MethanospiriUirm hungatei together with 
short, motile, gram-negative, nonfiuorescent rods morphologieally similar to Syntrophornonas wdfei were 
identined by microscopie examination. Besides growing on volatile fatîy acids (butyrate through caproate). 
both cultures grew on oleate and numerous even-numbered, saturated long-chain fatty acids (LCFA 
[decanoate through stearatel). In addition, during growth on LCFA, supplementation of the culture media with 
calcium chloride was an absolute requirement. The sole difference between the associations was observed when 
SM and OM cultures were transferred from a stearate to an oleate medium. The SM culture needed 10 days 
before starting to degrade oleate, whereas the OM cufîure grew immediately, but the OM culture also grew 
immediately when transferred to stearate medium. Saturated LCFA degradation occurred in the presence of 
equinormal amounts of calcium (fatty acid/Ca ratio, 2). On the other hand, OM degradation oniy took place 
in the presence of an equimolar amount of calcium tfatty acid/Ca ratio, 1). These observations are discussed 
by considering the solubility constants of LCFA as calcium salts and the toxicity of the free acids against 
microorganisms. 

In methanogenic environments, long-chain fatty acids one of them morphoiogically similar to S. wolfei and the 
(LCFA) can be completely degraded to methane and carbon other spore forming. However, their activities are restricted 
dioxide (6, 9, 12, 25). However, these compounds exhibit to short, saturated substrates (butyrate through caproate or 
acute toxicity against anaerobes when their concentrations octanoate). 
exceed a few millimoles per liter, so on a technological levei, We report in this paper the establishment of highly puri- 
methanogenesis from LCFA is only possible in continuously fied syntrophic associations degrdding LCFA to acetate and 
fed digestors (17) in which the dilution rate is kept suffi- reductive methane. The positive effect of calcium salt addi- 
ciently low to allow the complete degradation of these tions upon LCFA oxidation in batch cultures was demon- 
compounds. The toxicity of LCFA against pure or mixed strated. 
cultures appears more pronounced as the compounds be- 
come longer and more unsaturated (2,3,16). In addition, the 
sensitivity of bacteria is related to their ce11 wall structure, MATERiALS AND METBODS 
with gram-positive species and methanogens being more 
easiiy inhibited than gram-negative organisms (8, 20, 23). Sources of microorganisms. Alethunospiïillurn hungatei 
Fomnately, the addition of calcium reverses the inhibition (DSM 86;1) and S. ~ 0 l f e i  Gottingen strain (DSM 234FB) were 
of bacterial growth in batch cultures, rnainly by forming obtained fi0m the German Cultiiie Collection. 
insoluble saits and increasing interfacial tension (4-6). Media and conditions for growth. The anaerobic technique 

In sewage digestors, LCFA degradation first proceeds via of Hungate as modified by Miller and Wolin (15) was used 
a P-oxidation mechaniSm (12, 25) ieading to acetate with for ennchments and routine subcultures. The basal medium 
reductive methane. ~~d~~ concepts ofanaerobic microbio- containing minerais and vitamins (21, 24) was biiffered with 
logy indicate that this acetogenesis is camed out by syn- PIPES i~i~erazi~e-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acidll (50 mM) 
trophic associations of obligate hydrogen-producing bacteria and Was further supplemented with yeast extract (0.3 kdliter) 
and hydrogenophilic methanogens (14). In ~ u c h  low-suifate and Nmen fluid (5%. voyvol). Stenle stock solutions (Io%, 
media, several syntrophic associations between ~ ) ~ ~ ~ l f ~ -  VOUVOI) of fatty acid sodium salts were added aseptically to 
"ibrio sp. and methanogens result in an acetogenic the autoclaved medium, and the subsequent addition of 
fementation of lactate and ethanole However, there is no calcium chloride resulted in the formation of a heavy and 
report of a syntrophic association involving a hydrogen f l ~ f f ~  precipitate, uniess precise equimo~ar amounts (15 m ~ )  
scavenger and one of the LCFA-demading sulfate reducers of calcium and LCFA were used. Incubations were mn at 
isolated so far (18), i.e., Desulfonema magnum, Desulfo- 3S0C and PH 7.1 under an NzlC02 (85:15) gas phase. 
nema limicola, and Desulfosarcina variabilis. Until recently, Ennchments were established by 10 successive transfe~s 
Syntrophomonas wolfei (13) was the sole pure obligate (5%* vOuvO1) at 2-week 
hydrogen-producing bacteria that was known to oxidize Dilution shake cultures were incubated in glass tubes (9 by 
fatty acids, but two other bacteria have been isolated (23, 160 mm), in the presence of agar. The media 

inoculated inside an anaerobic plove box (FORMA 1020) 
with the simultaneous addition of an active, growing culture 

* Corresponding author. of M. hitngatei (IO%, vollvol). 
7 Present address: Institut de le Recherche Agronomique Station .inalyticai methods. Growth was estimated by monitoriiîg 

de Technologie Alimentaire, Villeneuve D'Ascq, France. acetate and methane production. Gas and volatile fatty acids 
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lowing stoichiometries: 

04. 

were determined by gas chromatography as previously de- 
scribed (24). 

LCFA butyl esters were separated and quantified by using 
a stainless-steel column (1.8 m by 2 mm) packed with 28% 
diethylene glycol succinate on silanized Chromosorb W-AW 
(80-100 mesh). 

Calcium was determined by atomic absorption on a PYE- 
UNICAM SP9 spectrophotometer, and O-phospnate was 
determined by the ascorbic acid method. Carbonates were 
assayed on an Oceanography International infrared carbon 
analyzer. 

RESULTS 
Establishment of highly purified acetogenic cultures degrad- 

ing stearate and oleate. Two anaerobic media, one with 
stearate (10 mM) and one with oleate (10 mM) as main 
carbon and energy sources, were inoculated with sludges 
from a sewage digestor in Marquette-Lez-Lille, France. In 
batch cultures, fatty acid degradation never occurred in the 
absence of calcium. Equimolar additions of calcium chloride 
allowed good growth even when stearate and oleate concen- 
trations up to 50 mM were reached (Fig. 1). Methane and 
carbon dioxide were the only end products evidenced. but a 
transient accumulation of acetate was sornetimes observed. 
Experimental values were close to those of theoretical 
stoichiometries: 

1 stearic acid + 8H?O -, 13CH4 + SC02 
1 oleic acid + 8.5H20 -, 12.75CH4 + S. 25CO-, 

Microscopie examination of wet mounts revealed the 
presence of acetoclastic methanogens morphologically 5im- 
i!ar to Methanosurcina rnazei (24) in the stearate enrichment 
culture. On the other hand, Merhnnorhrix-like filamentous 

1 stearic acid + 4COz + 8H20 -, 9 acetic acid 4 4CH4 
1 oleic acid + 3.75C02 + 8.5H20 -, 9 acetic acid + 

3.75CH4 

Growth properties of SM and OM cultures. Optimal con- 
ditions for growth of these two highly purified cultures were 
a pH of 7.1 and a temperature of 35 to 40°C. Both cultures 
degraded the following compounds without any lag: butyr- 
ate, valerate, caproate, and even saturated fatty acids (de- 
canoate through octadecanoate). No growth was observed 
on glucose, acetate, propionate, heptanoate, octanoate, and 
triglycerides. Cultivation on valerate resulted in the accumu- 
lation of acetate and propionate in the medium. When 
transferred from saturated fatty acids to oleate medium, SM 
and OM cultures exhibited quite different behaviors. The 
latter grew immediately on this unsaturated fatty acid; 
however, the SM culture degraded oleate after a 10-day lag. 
No hydrogen sulfide was observed when the medium was 
supplemented with sulfate (20 mM); furthemore, bromo- 
ethanesulfonic acid (1 mM) inhibited both methanogenesis 
and fiitty acid degradation. 

Eiïect of calcium on the growth of SM and OM cultures. As 
already observed for the first enrichment and purification 
steps, no growth of SM and OM cultures on 15 mM LCFA 
concentrations occurred unless the medium was supple- 
mented with calcium chloride. Saturated fatty acids with 
even numbers of carbons from decanoate to stearate were 
degracied when the ratio of fatty acid (millimoles added) to 
calcium (millimoles added) (FAICa) was maintained at less 
than 2. With these substrates, LCFA toxicity could be 
reversed by equinormal addition of calcium, and a shorter 
doubling time (Table 1) was observed on dodecanoate (laurlc 
acid). No calcium requirement was evidenced during growth 

* 

'5 

II 

organisms were observed to be the prevailing methanogens 
in the oleate culture. After 10 successive transfers, both 
enrichment cultures were diluted based on the most-proba- 
ble-number technique and incubated in the presence of M. 
hungatei. After 2 months, the highest dilutions permitting 
significant growth were IO9 and IO7, from the stearate and 
the oleate enrichment cultures, respectively. Control cul- 
tures minus LCFA did not show growth at these dilutions. 

In the last tube showing positive degradation of stearate, 
no acetoclastic methanogens were observed. The prevailing 
organisms were M. hungatei, identified by its morphology 
and its autofluorescence under epi-illumination, and short, 
curved, motile, gram-negative, nonfluorescent rods. This 
culture, named SM, degraded stearate to acetate and reduc- 
tive methane and was used for further studies. Similar 
morphologies were also observed by Lorowitz and Bryant 
(personai communication) in enrichment cultures degrading 
stearate. On the other hand, filamentous methanogens were 
still present in the tube corresponding to the 10' dilution of 
the oleate enrichment culture. This culture was further 
purified bation was by the performed dilution for agar 6 shake weeks culture in the technique. presence of Incu- M. 

hungatei. Clearing zones with diffuse centers were observed 
up to the 10' dilution. Careful examination showed that this 
center was made of numerous tiny, round colonies. One of 
these colonies, which degraded oleate to acetate and meth- 
ane, was transferred in liquid medium inside the anaerobic 
glove box (OM culture). Besides M. hungatei, the OM 

/A 2omM 

;: / 
3t 

D A I S  culture also contained short, curved rods very close in 
FIG. 1. Methane production from stearate by an enrichment m0mh010g3' t" observed in the SM "lture. 

culture in the presence of tquimolar amounts of calcium. Control These cultures, OM and SM, did contain acetophilic 
values were subtracted. methanogens and degraded oleate and stearate by the fol- 
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TABLE 1. Doubling time of the OM culture growing on various 
fatty acids* 

Substrateb Calcium concn Doubling 
(mM) added time (h) 

Butyric acid (C4) O 27 
Lauric acid (Cl*) 15 30 
Myristic acid (Cl,) 15 30 
Oleic acid (C18.1) 15 40 
Stearic acid (C ,,) 15 45 

" Growth was estimated on the logarithmic sequence of CH4 production. 
Concentration, 4 g of substrate per liter. 

on short-chain fatty acids ranging from butyrate to caproate. 
This was checked by two successive transfers to avoid a 
possible contamination by residuai LCFA or calcium present 
in the initial culture. Surpnsingly, acetogenesis from oleate 
(Fig. 2) required at least an equimolar addition of calcium 
(FAICa, 1). Chemicai analyses of stearate and oleate precip- 
itates were undertaken to check a possible concurrent pre- 
cipitation of calcium inorganic salts. Both precipitates were 
composed rnainly of the fatty acids associated with calcium 
and phosphate; only trace amounts of carbonate were evi- 
denced. Typicai contents per 100 mg (dry weight) were as 
foiiows: 93 mg of stearate, 6 mg of Ca, and 1 mg of PO4 
(FAICa, 2); and 88 mg of oleate, 10 mg of Ca, and 2 mg of 
PO4 (FA/Ca, 1). Despite quite digerent FNCa ratios, chem- 
icai analyses indicated only minor differences between the 
precipitates. Consequently, the concentrations of soluble 
caicium in the stearate and oleate media were 0.1 mM 
(FA/Ca, 2) and 3 mM (FA/Ca, l) ,  respectively, and in al1 
cases more than 50% of the total phosphate ions remained in 
the culture supematant. Concentrations of residual LCFA in 
the culture supernatant were smaller than the detection 
threshold of the gas-chromatographie technique. 

DISCUSSION 
Without calcium chloride addition, the high toxicity of 

LCFA with more than seven carbon atorns resulted in a 

MOLAR RATIO Ekm 
FIG. 2. Degradation of 10 nmol of oleate (*) and stearate (4) 

per liter by the OM consortium for various FAiCa molar ratios. The 
extent of LCFA degradation was calculated from :cetate and 
reductive methane productions after 9 days of incubation. Control 
values were subtncted. Percents degradation were calculated €rom 
acetate production based on the stolchiometnes indicated in the 
text. 

MOLAR RATIO: A8 
FIG. 3 .  Theoretical LCFA concentration in the culture supema- 

tant (sol. F.A.) as a function of the molar ratio of total LCFA to 
calcium (FAiCa), the total LCFA concentration being 15 mM. 
Values were calculated by the following equation: 

where K,, is the solubility product constant of  the fatty acid calcium 
salts and SFA is the LCFA concentration in the culture supematant. 
Arrows indicate actual values calculated from experimental deter- 
mination of calcium in the supernatant. 

complete inhibition of the growth of SM and OM cultures. 
After calcium addition, chemical analyses indicated very 
low precipitation of phosphate and carbonate; on a dry- 
weight basis, more than 95% of the precipitates were fatty 
acid caicium sait. Thus, calcium effect can be discussed by 
considering the solubiiity product constant (K,,) of LCFA 
calcium salts. The theoretical concentrations of LCFA re- 
maining in solution as a function of the FNCa ratio (Fig. 3) 
were calculated from the K,, values reported in the literature 
(11). Actuai concentrations were calculated from the results 
of caicium determination in the culture supernatant tplotted 
on Fig. 3). Stearate in the supernatant lies between IO-' and 

molIliter for FAICa ratios ranging from 2.04 to 1.92 
(Fig. 3a). Since expenmentally no inhibition was evidenced 
with FA/Ca ratios lower than 2 and total inhibition was 
observed with FAICa ratios slightly higher than 2, even a 
careful adjustmrnt of this ratio doeb not allow an expenmen- 
ta1 determination of an inhibition threshold. In the presence 
of stoichiometnc amounts of calcium (EAiCa. 2), the actual 
oleate and tatradecanoate concentrations in the supematant 
were almost identical (2.3 PM) and 130 times higher than the 
soluble srearate concentration (18 ni%). Under such experi- 
mental conditions, inhibition of bacteriai growth was ob- 
served only with oleate. This observation confirrned rl ,c  
iesults of previous works (3, 16, 17, 20) teporting a highac 
toxicity of unsaturated LCFA. In our experimental condi 
tions (substrate, 15 mM), the soluble oleate concentration 
has to be maintained beiow 0.7 PLV by at least an equimolar 
addition of calcium sait. 
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Stability of morphology and immediate degradation of 
various saturated fatty acids indicate that SM and OM 
cultures have quite a wide range of substrates for growth. 
However, they appear dependent on lipolytic bacteria (10) 
such as Anaerovibrio lipolyticn (7) for the splitting of 
acylglycerol. The acetaîe-to-methane ratios obtained after 
dearadation of even numbered fattv acids are in nood 
agreement with the stoichiotnetnc balance of the @sxidition 
mechanism. This is confirmed by the formation of propion- 
ate and acetate from valerate. F r o m  the present resultsi it is 
clear that the two purified cultures are syntropfuc associa- 
tions of LCFA-degrading acetogens together with M. hun- 
gatei. The stearate and the oleate organisms look very 
similar to S. ivoIfei (13), but they can be easily distinguished 
from this obligate hydrogen-producing bacteria, which is 
unable to perform acetogenesis from LCFA even in the 
presence of equimolar amounts of calcium (data not shown). 
Up to now only a minor difference was eviaenced between 
SM and OM cultures when stearate-grown ceiis were trans- 
ferred to oleate. Finally, funher purification and character- 
ization of the two organisms are being achieved.to describe 
their taxonomie position and their physiological properties. 
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