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Parmi les sources des énergies renouvelables, la valorisation par 

fermentation méthanique de la biomasse humide est une filière biologique. 

donnant des rendements de conversion de 90 à 95 X .  Cependant quand la 

fermentation méthanique a pour seul objectif de produire du méthane, il 

n'est pas toujours évident d'obtenir la rentabilité économique du procédé. 

En revanche, si elle est utilisée en plus à des fins d'épuration , le 
processus devient particulihrement intéressant. Les autorisations de rejet 

sont désormais contraignantes et le coût d'épuration par voie aérobie est 

une opération généralement coûteuse énergiquement et financièrement, 

l'éliminiation drune tonne de DCO par procédé aérobie consomme 1100 KWH 

électriques. 

La fermentation méthanique présente un grand avantage à cause de la 

production faible de la biomasse bactérienne, ce qui résout le problème du 

conditionnement et d'élimination des boues excédentaires. Et contrairement 

à l'épuration aérobie, le processus anaérobie traite des effluants souvent 

concentrés ayant un rapport C/N élevé. 

Les acquis récents de la biochimie et de la microbiologie des 

digesteurs montrent en effet que les performances de la fermentation 

méthanique de substrats solubles se heurtent à deux limites biologiques 

essentielles qui sont : les faibles taux de croissance des populations 

méthanogènes et les activités spécifiques qui sont assez faibles. Cependant, 

lors des dix dernières années l'évolution des technologies provoquée par 

les perspectives d'application du traitement anaérobie aux effluants dilués 

a tenu ses promesses. L'introduction des procédés de secondes générations 

(réacteurs .3 cellules immobilisées) dans lesquelles la rétention de la 

biomasse bactérienne active est favorisée, constituent des techniques bien 

adaptées 21 la méthanisation des eaux résiduaires qui se développe dans les 

industries chimiques. Par contre, l'influence sur l'activité des flores 

méthanogenes de la composition physico chimique du milieu (azote - oligo 
éléments) reste un sujet très mal documenté. Une érude dans ce sens 

présente un intérêt appliqué, car à l'encontre des effluents agro-alimen- 



taires, ceux générés par les industries chimiques présentent le plus 

souvent des carences nutritionnelles importantes vis-à- vis des bactéries 

anaérobies. Une dépollution en anaérobie efficace nécessite donc un 

rééquilibrage du rapport C/N ou l'apport d'oligo Pigments aussi justement 

calculé que possible. 

Dans ce contexte nous avons dans un premier temps étudié l'influence 

du rapport C/N/P sur la dynamique des espèces bactériennes présentes dans 

une population mixte adaptée a la dégradation d'un mélange d'acides gras 

volatils. Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés à déterminer 

les concentrations optimales des principaux éléments minéraux ayant un rale 

physiologique important dans l'activité des flores méthanogènes. 
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ETUDE BIBLIWRAPHIOUE 

1. DIGESTION ANAEROBIE DE LA MATIERE ORGANIQUE 

La fermentation méthanique est un ensemble de processus biochimiques 

qui conduisent 3 la dismutation de la matière organique. Elle est réalisée 

par un ensemble complexe d'espèces bactériennes qui, sous certaines 

conditions physico chimiques bien précises (potentiel redox < - 350 mV, pH 
voisin de la neutralité), forment des associations stables (DUBOURGUIER et 

al., 1982).Contrairement à la dégradation aérobie, la fermentation 

méthanique permet de retrouver la plupart de l'énergie stockée dans le 

substrat dégradé. 

Par exemple : 

Une molécule de glucose fournit par voie aérobie du gaz carbonique et 

de l'eau selon la réaction. 

Ci HI2 O. + 6 O2 ------- 6 COa + 6 H20 ;G1o = - 673 Kcal. 

En condition anaérobie, le glucose est dégradé de la façon suivante : 

Cd Hi 2 06 ------- 3 CH4 + 3 CO2 ;6'0 = - 41 Kcal. 

C'est donc près de 94 5 de l'énergie qui est conservée par cette voie 

(GARCIA, 1983). Ce processus biologique a des applications industrielles 

importantes qui ont pour but la production d'énergie couplée à la 

dépollution de composés carbonés trgs forte teneur en eau. 

La fermentation méthanique s'accomplit naturellement dans les 

vases sédimentaires de milieux aquatiques, les sources chaudes, le tractus 

digestif de ruminants ou bien volontairement dans des installations ae 

digestions destinées a épurer des eaux résiduaires. La figure 1 montre les 

différents types de flux carbone caractéristiques des principaux 

écosystèmes.Dans les sources chaudes (65 - 75 OC) la méthanogéngse a lieu 3 
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partir de 11H2 géochimique et du COa, dans le rumen intervient un phénmène 

~ d'absorption des acides gras volatils par la muqueuse intestinale et la 

production du méthane n'a lieu qu'à partir de H2/C0,. Enfin dans 

l'écosystème digesteur, on distingue trois grandes phases biochimiques et 

la production de méthane provient de la réduction du gaz carbonique (30 %) 

et de la décarboxylation de l'acétate (70 %). 

1. Hvdrolvse ou acidonénèse 

La fermentation anaérobie des matières organiques complexes nécessite 

la présence des bactéries possédant des enzymes extracytoplasmiques 

capables d'hydrolyser les biopolymères en molécules transportables à 

travers les membranes. A part la lignine, presque toutes les macro- 

molécules d'origine biologique sont susceptibles d'être dégradées en 

anaérobie (THAUER et al., 1984). 

L'hydrolyse est réalisée par des espèces extrêmement diverses, 

mésophiles ou thermophiles, anaérobies strictes ou facultatives. A partir 

des polymères (glucidiques, protéiques, lipidiques), cette première phase 

aboutit à un mélange d'acides (acétique, lactique, proprionique, butyrique, 

etc.), de composés neutres (éthanol, méthanol), de produits gazeux (CO,, 

Ho) et d'ammoniaque. 

Cette étape est réalisée par une population de IOa 3 IO9 bactéries par 
ml (MAH et SUSSAN, 1967 ; HOBSON et al., 1974). Ces espèces principales 

possédant une activité hydrolytique sont rassemblées dans le tableau 1. 11 

existe d'autres especes réalisant seulement une fermentation tout à fait 

classique à partir des sucres simples. (tableau II). 

1.2. Interactions bactériennes 

* Au niveau de l'hydrolyse et de la fermentation, on assiste à des 

interactions bactériennes. En effet, sur le plan physiologique, on peut 

distinguer deux types métaboliques (DUBOURGUIER et al., 1982) : 



- les bactéries dont ie métabolisme n'est pas influencé par ia 

pression partielle d'hydrogène tex : bactéries homolactiques) et des 

espèces qui réalisent la décarboxylation du pyruvate sous l'action de la 

pyruvate formate lyase tex : enterobactéries). 

- les bactéries dont le métabolisme est influencé par la pression 

partielle d'hydrogène et qui produisent l1hydrog&ne via une hydroggne 

t~ansférase. En culture pure, elles produisent un mélange d'acétate, de 

composés plus réduits (éthanol, acide lactique) et de l'hydrogène. Par 

contre, en CO-culture avec une bactérie utilisatrice d'hydrogène, le 

métabolisme est dévié vers la production exclusive d'acétate. C'est le cas 

de Clostridiun thermocelPum qui hydrolyse la ceiluiose en produisant de 

lléthaol, du lactate, de l'acétate et de 11hydrog6ne. Par contre, une 

association de ce microorganisme avec Methanobacterium thermo 

autotro~kicum fermente la cellulose en acétate et méthane de réduction [LE 

RUYET, 1 984 . 

* Un autre cas est celui de l'hydrolyse de la cellulose par 

Acetivibrio celluiolvticu~ qui est inhibée par la pression partielle 

dvhydrog&ne. La CO-culture avec Desulfovibrio sp permet de retrouver un 

taux de dégradation normal (LAUBE V. M. et al. , 1 981 . 

* De mGme, llaccumulation d'acétate dans le milieu diminue le 

rendement de dégradation de la celiule par Acetivibrio cellulolvticus qui 

n'est que de 4 a 5 g/l. Si l'acétate produit est utilisé par Methanosarcina 

barkeri, la CO-culture peut dégrader jusqu'a 15 g/L du même polymère. 

Tout cela montre le r61e fondamental des bactgriecj méthanogènes 

hydrogénophiles et acétoclastes dans la dégradation complëte de la matiere 

organique. Elles éliminent en permanence du milieu des composés dont 

lTaccumulation est toxique pour l'ensemble de la communauté bactérienne. 

1.3. Fermentation des oses 

A l'exception des bactéries hétérolactiques qui utilisent la voie de 

la phosphocétolase, les bactéries anaérobies fermentent les hexoses par la 

voie dlEMBDEN-MEYERHOF-PARNAS et les pentoses par la voie de WARBURG- 



1. Erizyues Emden-Heyertioff-Panas.. 
2, Ferredaci ne oxydorcductase. 
3. Pyruvata Pormate lyase. 
4. bcàto lactata synthase. 
5. LaCate deshydruqenase . 
6. 1Nethy1 aglonyl Cd pyruvate transcarbaxyl ase. 
7, Pkorpho~~ol pyp~vatc  carbaxy? ale. 
8. F m r ~ t g  reductase. 
9. Methy 1 ma 1 onyl C d  inutase, raceniasa, CUA transfemse. 
10. ) P n p i  ony 1 CoA dashydrugenasa. 
i 1. ) CoA trsnsfwase . 
12 auitol a-te aearuoxyl asc. 
13. 2-3 butanedi 01 deshydmgwiase. 
14. Phospiio transac=tïl  se. 
15. -ketotRi O 1 ase . 
16. Acataldenpda deshydrogenaso. 
17. Acetatc kinase. p: 7 
18. CoA transferase. - 

19. A i  coo 1 dashydragenass. 
20. FQM ta iiydrr;gcne lyasa. 

F i g  2 Différentes voies Gtaboliques des oses 
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DICKENS. (tableau III). 

Chez les anaérobies, la transformation du pymivate en Acétyl CoA et 

dioxyde de carbone est réalisée par trois types de réactions qui sont : 

- la réaction phosphoroclastique, catalysée par la pyruvate formate 

lysase ; 

- la réaction thioclastique, catalysée par la pyruvate formate lysase ; 
- la décarboxylation directe catalysée par une pyruvate décarboxylase. 

La figure 2 regroupe les différentes voies métaboliques des oses. La 

réaction la plus répandue chez les anaérobies est la phosphoroclastique 

caractéristique du genre Clostridium. L'accepteur d'électrons est la 

ferredoxine dont le potentiel redox tres bas (EoT = - 0,41 mV) permet le 

transfert des électrons sur les protons et la libération d'hydrogène. 

* La format ion de composés réduits ( éthanol, lactate, proplonate , 
butyrate, etc.) 3 partir du pyruvate et de llAcétyl CoA permet aux 

bact6ries dépourvues d'hydrogénase de régénérer les coenzymes réduits lors 

de la glycolyse et de la réaction phosphoroclastique. 

La réduction de protons en hydrogene permet également la régénération 

de ferredoxine et de pyridines nucléotiaes réduites via une hydrogénase et 

une NADH ferredoxine oxydo réductase. Cette dernière a été mise en évidence 

chez Clostridium butvricum ; elle réguie la production s'hydrogène et elle 

détermine le rapport acétate sur butyrate et l'efficacité thermodynamique 

de la fermentation (SAMAIN, 1983). 

1.4. Fermentation des l ip ides  

L'hydrolyse des glycérides en acides gras et glycérol est réalisée par 

des lipases exocellulaires. Parmi les bactéries lypolytiques, Anaerovibrio 

li~olvticq est une des rares bactéries anaérobies dont l'activité 

lipolytique ait été étudiée de facon détaillée dans le rumen (HENDERSON, 

1 971 . Le glycérol provenant de la lipolyse est fermenté par les bactéries 

lipolytiques. AprPs phosphorylation, il rejoint la voie dlEMBDEN-MEYEROFF 

au niveau de la dihydroxyacétone phosphate. Lorsque des acides gras sont 



1 libérés dans le rumen, ils sont absorbés par le tractus digestif de 

l'animal. 

Dans les écosyst&mes méthanogènes, ils sont dégradés par une voie 

dlacétogénèse couplée à la production obligée d'hydrogène. C'est le cas de 

ghmthro~homonas wolf ei, une acétogène qui effectue 1 ' oxydat ion des acides 
gras volatils ayant 4 3 8 atomes de carbone (Mc INERNEY et al., 1981) ou de 

S. sapovorans (ROY et al., 1985). 

Les acides gras à longue chaîne sont oxydés en acides gras volatils 

courts par le mécanisme de la 8 oxydation. Deux atomes de carbone sont 
1 

éliminés de l'acide en Cn et les produits résultants sont l'acide en Cn-2, 

l l'acétate (Acetyl CoA) et quatre atomes d'hydrogène. 

En anaérobie, ce mécanisme est thermodynamiquement défavorable et 

nécessite des conditions particulières liées à une pression en hydrogène 

très faible. Elle n'est réalisee qu'en présence obligatoire avec une 

bactérie utilisatrice d1hydrog2ne comme Methanos~ririllum hwlwatei par 

exemple (ROY et al., 1985). 

1.5. Fermentation des mttiines 

La protéolyse est réalisée par des espèces appartenant aux genres 

Clostridium; Pe~tococcus et Bacteroïdes. Les acides aminés qui en découlent 

sont transformés en acides gras volatils, gaz carbonique et ammoniaque par 

les mécanismes classiqu,es, désamination, transaarination et décarboxylation. 

Des numérations ont été faites sur des digesteurs traitant des effluants 

concentrés en protéines, le nombre de protéolytiques par ml est de 6,5 IO7. 

Quarante trois isolats ont t é  identifiés et classifiés qui sont : 18 

Clostridia, 3 bacilles m négatif, 8 Peptococcus anaerobus, 3 

1 Bifidobacterium et une anaérobie facultative Sta~h~lococcus + ~ 4  (SIEBERT 

et al., 1969). 

* Chez les Clostridium on rencontre l'une des deux fermentations des 

acides aminés qui est la réaction de STICKLAND qui consite à fermenter deux 

acides aminés simultanément. L'oxydation de l'un (équation 1 )  est couplée 
l 

avec la réduction de l'autre (équation 2) (DOELLE, 1975). 
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1 
Eq. 1 : CH3 - CH - COOM + 2H10 ---- CH3 - COOH + CO? + 4H + NHI 

1 
H 

Dans cette réaction, le glycocolle est utilisé comme accepteur 

d'électrons. Par contre, la leucine et la vaiine qui sont dismutees 

respectivement en acide isovalerique et isobutyrique interviennent comme 

donneurs d'électrons. 

2. Acétonén&se avec production obligée d'hydrogène 

2.1 . Généralit& 

Cette étape consiste transformer les métabolites issus de la phase 

d'hydrolyse et de fermentation des polym&res (lactate, éthanol,propionate, 

butyrate, valérate, acides gras à longue chaîne) en précurseurs directs du 

méthane (acétate et mélange gazeux H2 - COS). La production de ces composés 
est influencée en particulier par le pH et la pression partielle 

dlhydroghne régnant dans le milieu. La déshydrogénation de ces composés est 

un processus qui dans des conditions standards est thermodynamiquement 

ddfavorable voire impossible (THAUER et al., 1977). Le tableau IV 

représente les variations d'énergie libre Go1 de ces réactions de 

ddshydrogénation. 

Ces réactions deviennent exergoniques quand la pression partielle 

d'hydrogène devient faible, en particulier dans le cas de propionate, la 

pression partielle dlhydrog&ne nécessaire est très faible (9.1OmS 

atmosphère). C'est ce qui explique les difficultés de dégradation de ce 
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composé dans les méthaniseurs. Les variations d'énergie libre G r  en 

fonction de la pression partielle d'hydrogène sont présentées dans la 

figure 3. 

* Les organismes qui réalisent ce type de réaction sont appelés 

"acétogènes obligées productrices d'hydrogènes" (OHPA). Ils sont 

étroitement spécialisés et, sauf exception, ifs ne peuvent pas pousser en 

culture pure et doivent obligatoirement être associés à des bactéries 

utilisatrices dlhydrogénes. Elles peuvent être purifiées grâce à la 

technique du tapis qui consiste a incorporer dans le milieu d'isolement 

gélosé des bactéries utilisatrices d'hydrogènes (m6thanogènes ou sulfato- 

réductrice en présence du sulfate). A c6té des OHPA, les bactéries sulfato- 

réductrices qui possédent une hydrogénase réalisent classiquement 

l'acétogénèse a partir du lactate et de l'éthanol en présence du sulfate ou 

en CO-culture avec une bactérie méthanogène (DUBOURGUIER , 1982). 

Les bactéries de ce groupe très hétérogène ont en commun de ne pouvoir 

être cultivées qu'en CO-culture avec une souche hydrogénophile. Ce sont des 

acétogènes syntrophes obligatoires. Le tableau V regroupe les organismes 

acétogènes OHPA isolés et caractérisés. 

2.2.1. Acétonène à partir de l'éthanol, 

La production du méthane à partir de l'éthanol laissait penser que 

l'organisme réalisant cette réaction n'est qu'une bactérie méthanogène 

particuliere. En 1967, BRYANT et ses collaborateurs ont mis en évidence que 
1 

I Methanobacillus omelianskii dégradant l'éthanol en méthane est en fait 

l l'association syntrophique de deux espèces différentes : l'organisme Ç qui 
I transforme l'éthanol en acétate et en hydrogène et une bactérie méthanogène, 

Fiethanobacterium bryantii qui utilise l'hydrogène. La figure IV montre 

l'acétogène a partir de l'éthanol par B. omelianskii. L'organisme S puriflé 

a ét6 obtenu avec le pyruvate comme substrat qui le fermente en acétate, 

éthanol et COa. Bien que cette souche ait été perdue, les acquis récents en 

microbiologie des syntrophes permettent de penser qu'elle est étroitement 

apparentée à Pelobacter venetianus (ÇCHINK et al., 1983). 
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En 1981, BENBASSAT et al. isolent une acétogène thermophile qui est 

Thermoanaerobium brockii qui dans des conditions normales de culture 

fermente le glucose et le lactate ; cependant, en association avec une 

bactérie méthano&ne (K. thermoautotro~hicum~ elle peut oxyder l'éthanol en 

acétate et hydrogène. Dans ces conditions, elle fonctionne comme une 

acétogène productrice d'hydrogène. 

2.2.2. ~c4tonène à partir des acides mas 3 l o m e  chaîne 

( AGLC 1 

Les acides gras linéaires à nombre pair de carbones sont dégradés en 

acétate, les acides impairs en acétate et propionate. Parmi les quelques 

bactéries acétogènes syntrophes et qui réalisent lTacétogénèse partir des 

AGLC on distingue : 

* Svntro~homonas wolfei (Mc INERNEY, 1981) est un bacille gram négatif 
non sporulé qui utilise les acides gras de C4 à Ce. Son temps de géneration 

est de 90 heures sur butyrate et valérate et 180 heures sur caproate à 35OC. 

* Clostridium brvantii (STIEB et al., 1985)  est une souche qui utilise 

les acides gras de C4 à C .  Son temps de doublement est voisin de 80 

en CO-culture avec Desulfovibrio ou . hunnatei. Ainsi les 

variations entre les substrats de ces bactéries portent sur la longueur de 

la chaîne carbonée de l'acide. 

* La bactérie acétogène Syntrophomonas sapovorans, isolée par ROY et 

al. (19861, oxyde les AGLC par un mécanisme assimilé à la l3 oxydation. 

Cette souche utilise un très large spectre d'acides du butyrate au 

linoléate, seuls les acides 3 chaines linéaires sont dégradés. 

La dégradation complète des lipides en ana4robie nécessite 

l'association minimale de quatre types de bactéries : une telle culture 

modèle pourrait être reconstituée à partir de : Anaerovibrio li~olvtica, 

S~ntro~homonas brvantii, Methanos~irillum humatei et Methanosarcina 

barkeri . 



Les sulfato réductrices sont réparties en deux groupes : le premier 

groupe oxyde complhtement les composés organiques en COz et HnS. Ces 

bactéries appartiennent aux genres : ~esulfococcus, Desulfonema, 

Pesulfosarcina . Le deuxième groupe qui joue un r61e important dans les 

digesteurs anaérobies. En présence de sulfate, les espèces constitutives 

oxydent incomplètement les composés organiques en ac4tate. En absence de 

sulfate, certaines peuvent se comporter en bactéries fermentatives dont le 

métabolisme peut être dévié vers une homo acétogénèse en présence de 

souches hydrogénophiles. C'est le cas de Desulfovibrio desulfuricans et 

vulnaris. 

Plus récemment, on a pu montrer qu'il y a des sulfato réductrices 

assurant 11act5togénèse a partir des acides gras volatils et de l'acide 

benroique comme source de carbone et d'énergie (WIDDEL et al., 1982). En 

présence de sulfate, Desulfobulbus ~ro~ionicus oxyde le propionate en 

acétate et utilise le mélange Ho - COz. De même pour Desulfobulbus 

plonnatus qui pousse sur un milieu contenant du propionate et du sulfate 

(SAMAIN et al., 1984). 

2.3. Conclusion 

Le métabolisme acétogénic "OHPAn se caractérise par une absolue 

dépendance de lrélimination de llhydrog&ne par des bactéries utilisatrices 

comme les bactéries méthanogènes hydrogénophiles ou les bactéries sulfato 

r6ductrices en présence de sulfate. Les bactéries qui réalisent 

llacétogénèse à partir des AGLC sont encore mal connues. Ce sont 

vraissemblablement des syntrophes obligées. L'étape d'acétogénèse est une 

phase sensible de la m4thanisation des matières organiques. Même si le 

transfert interspécifique d'hydrogène se fait dans des conditions optimales, 

le gain d'énergie pour la croissance et la maintenance des bactéries 

acétogènes est très limitB. 



! 3. Méthanosénèse sensu stricto 

1 

C'est un groupe tout-&fait particulier qui assure la production du 

méthane en utilisant une gamme de sustrats très limitée : acétate, HS - COS, 
formate, CO, méthanol et méthylamine. En général, dans les écosystèmes 

l 

méthanogènes le flux de carbone passe principalement par l'acétate et 

hydrogene, gaz carbonique. Dans les digesteurs, le méthane produit provient 
l 

à 70 5 de la décarboxylation de l'acétate, les 30 X restant résultent de la 

réduction du gaz carbonique par l'hydrogène. 

Des études biochimiques fines, basées sur le catalogue des nucléotidec; 

libérés par l'action de la ribonucléase S, sur 1'ARN ribosomal 1 6 ,  ont 

pemis a WOESE et ses collaborateurs en 1978 de définir une nouvelle lignée, 

celle des archaebactéries, 21 caté des lignées connues des eubactéries et 

des eucaryotes. Outre les méthanogènes, les Archaecbactéries comprennent 

deux autres groupes : les bactéries halophiles et les thermoacidophiles. 

Ces organismes possèdent en commun certaines caractéristiques qui les 

différencient très nettement des eubactéries : 

- leur paroi cellulaire quand elle existe est dépourvue de 

peptidoglycanne et d'acide muramique. Ces microorganimes se 

développent normalement en présence des antibiotiques qui inhibent 

la synthese de la paroi ; 

- lews lipides membranaires sont des éthers du phythanol et du 

glycérol ; 

- leurs ARM-polymérase ont des compositions en sous-unités et des 

sensibilités aux antibiotiques différents. 

Au sein des Archaebactéries les méthanogènes ont aussi des caractères 

propres. Mis à part leur caractéristique première qui est la capacité de 

produire le méthane et le fait qu'ils soient anaérobies stricts E06 

(Extremely Oxyeen Sensitive), on trouve chez les méthanogènes et uniquanent 

chez eux des molécules particulières. (Voir chapitre suivant). 



rableas. L e s  ~ ~ Z p C s  et lemr sbmts 
(Coiplété a partir de Balch et al., 1979) 
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Hethanococcus v m i e l i i  
iietbamctxcus voltae 

1 - - 
Hetbanobnvibacter minautpi 
Hethanobrtvibacter arboripbilris 

arbor. S. U 
arbor. S. OC 

Wethauobrc~ibaster n i t h i i  

H2, formate 
Ha, f o m e  

1 

i 

Hethanospirillun Hungatei 1 formate 
Hethanospirillaa Huugatei S. 6B 1 1 He, formate 

Hot foriate 
HI 
Ha 
Ha 
$1, fomate 

I 

Hethanosarcina barkcri 4. 227 HI, CHIOH, CllrYHe, acétate 
Hetbanosarcina Sarkeri S. U H2, CH30ii, CHSMI, acétate 
Hethanosarcina barkeri se UB8 He, CH30H, CIIIIMe, acétate 
%thanosarcHia barieri S. Z HI, CIISOH, CH31M2, acétate 

- - 

Hethamicrcabiua mobile 

nethano#enim cariaci 
Uetbawgeniw mrisnigri 

1 ~ethrposarcia. w e i  
1 

Acétate, méthanol 

Ho, foriate 

b, formate 
He, fomate 



* En 1979, BALCX et ses collaborateurs consacrerent une mise au point 

sur le groupe des méthanogènes qui sont représentés dans le tableau VI avec 

leurs substrats. Depuis lors, d'autres méthanogenes ont été isolées, et qui 

jouent un rôle écologique significatif dans les digesteurs mésophiles sont : 

* Methanosarcina mazei, observé sous forme d'agrégats, a un temps de 

doublement minimal sur acétate de 24 heures. Ont été décrites : 

- la souche S. isolée par MAH en 1980 ; 

- la souche  MC^ isolée par TOUZEL et al. en 1983 ; 

- la souche Lyc isolée par LIU et al. en 1 985. 

+ Methanothrix soehnnenii, de forme filamenteuse caractéristique, 

croît apparemment très lentement avec un temps de doublement minima de 6 
l 

jours. Les souches isolPes sont : 

- Opfikon isolée par HUSER et al. en 1982 ; 

- FE isolée par TOUZEL tcommunication personnelle). 

A côt4 de Methanothrix soehwenii, PATTEL en 1984, isole une bactérie 

sous fortne de batonnet 3 partir de boues d'égouts, l'isolat est classifié 

comme Methanothrix concilii Souche GP6. 

Dans les ~cosystèmes thermophiles, les acétoclastes récemment isolées 

sont : p e t h a ~ c i n a  5p TM, (ZINDER et al. ,1979) ; Methanosarcina a 
souche CXTI 55 (PETROFF et al., 1985) ; Methanotrix s p  (ZINDER et al., 

1984). Elles possédent des temps de doublement plus courts et des 

constantes d'affinités plus élevées que leurs homologues mésophiles. Le 

tableau VI1 montre les principales méthanogenes avec leurs caractéristiques 

cinétiques. 

3.2. Biochimie de la Pro$uction de méthane 

Au cours de cette étape, l'acétate est transformé en méthane et en 

bicarbonate (VAN DEN BERG et al., 1976). De plus l'hydrogène produit au 

cours des étapes acidogène ou acétogène peut être utilisé par les 

microorganismes méthanogenes pour réduire l'anion bicarbonate également en 



méthane (TAYLOR et PIRT, 1977). La réduction du COS en méthane et la 

transformation de l'acétate en méthane et COS sont apparues récemment 

comme des phénomènes biologiques liés et non séparés comme on le croyait 

(GUNSALUS et WOLFE, 1977). Enfin, l'excédent d'anions bicarbonates, 

produits dans l'étape méthanogène pourrait servir à neutraliser les ions 

hydrogènes produits dans les étapes acidogènes et/ou acétogènes et à 

libérer le CO2 que l'on trouve en m4lange avec le méthane dans la phase 

gazeuse. L'étape de mtithanogénèse agit ainsi comme un puits à électrons 

déplaçant l'équilibre des réactions d'oxydoréduction ayant lieu dans 

l'étape acidogPne et accélère ainsi la cinétique globale de la dégradation 

de la mati&re organique (CHWG, 1976 ; MINCHEN et al., 1977). Les 

méthanogènes renferment des coenzymes jamais rencontrés dans les autres 

espèces bactériennes. 

3 -2.1 . L e s  Coenzwies 

* Coenzyme M est le premier CO-facteur spécifique mis en évidence chez 

tous les méthanogènes sauf Methanobrevibacter ruminantium. 11 a été isolé 

par Mc BRIDE en 1971 et sa structure déterminée par TAYLOR et WOLFE en 1974. 

Il s'agit de l'acide 2-mercapto-éthane sulfonique (HS-CHP-CH~-SO-~). Sa 

concentration est de l'ordre de 3-50 n mole/mg protéine chez les 

mdthanogènes. Sa forme méthylée est le précurseur direct du méthane et sa 

réduction est catalysée par un complexe multienzymatique la methyl COM 

réductase (NAGLE et al. , 1983 1. 

Une variété de dérivé du COM a été synthétisée en substituant le 

groupement méthyl, pour étudier la méthanogén&se, peu de ces ddrivés 

réagissent comme substrat pour la formation du méthane, par exemple 

llhydroxyméthyl COM (OH-CHs-S-COM) qui est réduit en méthane par les 

extraits cellulaires. 

* Le facteur F 420 a été isolé en 1972 par CHEESMAN. Prdsent chez 

toutes les méthanogènes à un taux de 1.1 - 4.7 n mole/mg protéine total, il 
fluoresce à l'état oxydé et présente un pic d'absorption à 420 m. Cela 

permet de détecter facilement les méthanogènes en microscopie d'épi-fluores- 

cence en U.V.. Il a une structure similaire à celle d'une flavine et corres- 

pond a un dérivé 5-dearaisolloxazine (Figure 5 ) .  Son poids moléculaire est 
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de 843 (EIRICH et al., 1979). Le F 420 joue un rôle de transporteur 

d'électrons, son potentiel d'oxydo réduction est de -373 mV. Réduit par 

l'hydrogène via hydrogénase, il transfère les électrons sur NADP mais pas 

sur NAD en utilisant une enzyme NADP-F420 oxydo réductase (YAMAZAKI et al., 

1980). Il intervient corne accepteur d'électrons provenant de l'hydrogène 

et du formate dans deux réactions catalysées par aeux systèmes enzymatiques 

respectifs, l'hydrogénase et la formate hydrogène lyase (TENG et al., 

19751, et comme donneur d'électrons dans deux réactions de condensation du 

COo au cours de la synthèse du carbone cellulaire (VOGELS et al., 1982). 

* Le coenzyme F 430 obsemvé chez pl, t ~ o a u t o t r o ~ h i e u m  par GUNSALUS 

en 1978, est un composé jaune non fluorescent qui représente un maximum 

d'absorption 3 430 m. Il comporte une structure tetrapyrrolique avec du 

nickel. Cette conformation l'apparente aux composés biologiques comme la 

chlorophylle, hèmes, vitamine B 12 et suggère qu'il dérive comme eux de la 

sirohydrochlorine (DIECKERT et al., 1980), [Figure 6 (A, BI]. Le F 430 

correspond au groupement prosthétique de la méthyl coenzyme M réductase. Il 

agit comme donneur d'électrons dans l'étape de réduction du méthyl Co M en 

rnéthane. 

* Méthanoptérine, YFC et FAF. Des expériences avec '4COa et '4CH30H 

ont montré qu'en plus des précurseurs des composés carbonés de la cellule 

(alanine, acide glutamique, acide asparatique) ou du méthane (CH3-S-COM), 

un autre composé marqué se trouve présent et intervient comme intermédiaire 

dans la réduction du COz en méthane (DANIELS et al., 1978). Le taux de ce 

CO-facteur dans la cellule est de 150 à 200 mg/Kg de poids sec de la 

cellule. Sous la lumière U . V .  il fluoresce en jaune. Il perd sa fonction de 

transporteur de carbone quand il est attaqué enzymatiquement et ie produit 

rdsultant fluoresce en bleu en milieu acide entre pH 2 et 5 avec un maximum 

à pH 3,6 (VAN BEELEN et al., 1984). Récemment, un autre transporteur de 

carbone a été mis en évidence, le FAF (Formaldehyde Activating Factor). Il 

possède des propriétés identiques à ceiles àu YFC et il s'agit de la 

tétrahydrométhanoptérine (ESCALANTE -SEMERANA et al., 1984). 

D'autres dérivés de la méthanoptérine du YFC comme méthényl, 

hydroxymethyl qui sont obtenus par un simple réarrangement moléculaire, 

sont des intermédiaires métaboliques entre le COo et le méthyl Co M. 



Fig 7 Schéma. i*+abolique de la réaction acéticlastiqua 
(d'aprés KOHLER et a1,1984) 



Biotine, Thiamines, Acide folique et Acide pantothénique ont été 

rencontrés chez les méthanogènes (LEIGH, 1983). Ils peuvent intervenir dans 

la réduction de COS en méthane, ainsi dans les réactions de transfert des 

groupements carboxyl ou d'autres groupements monocarbonés. La biotine est 

présente chez & thermoautotro~hicum 3 un taux de 0,0003 n mole/mg protéine 

lui permettant d'assurer les voies de biosynthèse, son rôle est minime lors 

de la méthanogénèse. L'acide folique, rencontré à un taux de l'ordre de O, 

04 a 0.1 p mol / mg protéine soit 80 a 400 fois plus faible que chez les 
eubactéries ; il intervient lors de la biosynthèse de quelques produits 

c m e  la sérine, les purines et la mtitha~optérine. La thiamine et l'acide 

pantothénique ont des taux de l'ordre de 0,01 n mole/= protéine. 161s 

interviennent lors de certaines voies de biosynthèse. 

* Des expériences réalisées par MAH et al. en 1977 avec de l'acétate 

radioactif montrent que le méthane provient essentiellement du poupement 

méthyl de l'acétate suivant la réaction : 

'CH3 COO' + Ho0 ------- 'CH4 + HCO-3 

Les enzymes et le mécanisme d'incorporation au cycle par méthylation 

du Hs-COM ne sont pas connus. Cependant, la présence active d'une CO- 

deshydrogénase a été récemment démontrée chez les méthanogènes acétoclastes 

(KRZYCKI et al., 1984 ; KOHLER et al., 1984). Son rôle dans le catabolisme 

de l'acétate a permis de compléter le schéma métabolique de la réaction 

acétoclastique. (Figure 7 ) .  

* A partir des cultures enrichies, l'analyse microbiologique de la 

décarboxylation d'acétate a mis en évidence "un seul organismen réalisant 

la rgaction qui est Methanosarcina (SMITH et al., 1978) dont les paramètres 

cinétiques cuncordent avec ceux obtenus par LAWRANCE et a1.(1969) cités par 

ZEHNDER (1982). Le tableau VIII résume les constates cinétiques de la 

croissance à partir de l'acétate. Par ailleurs, dans la plupart des 

digesteurs où la concentration en acétate résiduel est très faible, 

Methanothrix pousse le moins lentement et devient dominante coopte tenu de 

sa tpes forte affinité pour ce substrat. A l'inverse, M- 
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s'établit dans les digesteurs quand la concentration en acétate àevient 

élevée. La figure 8 montre la dépendance du taux de croissance vis-&-vis de 

la concentration en acétate dans le milieu pour les deux organismes. 

3.2.3. MéthanonPnèse à partir du mélanne Ha - 

La plupart des méthanoggnes produisent du méthane à partir de 

l'hydrogène et le gaz carbonique suivant la réaction : 

Plusieurs modeles ont ét6 proposés pour expliquer les aifférents 

mécanismes de la méthanogéngse à partir du CO2 et de l1H2.Parmi eux, et 

celui qui tient compte de l'ensemble de ces acquis, a été proposé par 

ESCALANTE-SEREMENA en 1984 (Figure 9). Le facteur CDR (Carbon Dioxide 

Reduction) ou méthanofurane est indispensable pour la mGtanogénèse à partir 

du CO2 (ROMESSER,1982 a et b). Il intervient dans l'étape initiale de 

fixation et d'activation du COa. Sa concentration dans les cellules est de 

0,3 n mol / mg prot4ine (LEIGH et al., 1984). En plus de l'enzyme méthyl 

COM réductase, lrATP, Mg2', ce CO-facteur COR est nécessaire à la ~éduction 

du CO2 en CH4, et l'effet RPG ne peut avoir lieu qu'en sa présence. 

3.2.4.  Méthanonénèse à partir du méthanol 

La réaction ci-dessous représente la méthanogénèse à partir du 

méthanol. 

La régénération de trois moles de CH4 est obtenue grâce aux six 

électrons libérés lors de l'oxydation d'une mole de méthanol en CO,. La 

méthylation du HS-COM à partir du méthanol est catalysée par la HS-COM 

méthyl transférase mis en évidence par W I R O  et al., 1980. Ce métabolisme 

du methano1 est modifié lorsqu'il est présent avec de l'acétate. Des études 

avec des éléments radioactifs indiquent que dans ce cas l'acétate est 

surtout oxydé en COs, ce qui iibPre 8 électrons par mole d'acétate au lieu 

de 6 électrons par mole de méthanol et permet la réduction de tout le 



Fig 9 Schéma métabolique de la nethanogenlse à partir du 
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méthanol en méthane. Le même bilan stoechiométrique est obtenu quand le 

méthanol se trouve en présence de l'hydrogène suivant la réaction : 

Cette réaction est réalisée par Methanosphaera stadtmaniae qui peut 

seulement pousser sur méthanol (MILLER et al., 1985). 

3.3 S~nthese des constituants cellulaires 

3.3.1. Assimilation du carbone 

La Figure 10 (A, B, C) montre les différentes voies de synthèse à 

partir des composés assimilables par les méthanog+nes. 

Cependant, chez les bactéries méthanogènes autotrophes (STUPPRICH et 

al., 19832, contrairement 3 ce qui se passe ches les photosynthétiques et 

les organismes chemiotroautrophes, la fixation du CO2 ne se fait pas par la 

voie classique (cycle de CALVIN) mais par une voie (Fig. 1 1 )  qui a été 

récemment décrite (FUCHS et al., 1982). 

Chez la plupart des méthanogènes l'a-cétoglutarate est produit via le 

succinyl COA, chez les sarcines l'a-cétoglutarate est produit via 

llisocitrate (DANIELS et al., 1984). 

Chez & thenoautotro~hicum (l'incorporation du ,,COa) le modele 

dlincorparation du COs proposé par FUCHS et al., 1982, pour la biosynthèse 

de chaînes carbonées est représenté sur la Figure 12 ; le tableau I X  

regroupe les enzymes correspondants. On distingue trois réactions de 

fixation du COS : 

- sur 11ac4tyl COA, la réaction est catalysée par l'enzyme pyruvate 

synthase, le transporteur d'électrons et le F 420. 

- sur le phosphoénol pyruvate, la réaction est catalysée par la 

phosphoénol pyruvate carboxylase. 



44 
,,cqR-=- 

FAF- CHO a-- + 

Fig 10 (A.B,C) La relation entre la méthanogenese et la synthésc 

du matériel carboné de la cellule 

A- à partir du C02 

8- à partir de l'acétate 

C- à partir du ~ t h a n o l  
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- sur le succinyl COA la réaction est catalysée par l'a cétoglutarate 

synthase avec la présence d'un transporteur d'électrons qui est le F 

420. 

La synthèse de composés intermédiaires 3 deux carbones tel que 

l'acétate se fait par condensation de deux composé monocarboné des Cl + C, 

(KENEALY et al., 1982). Lorsque des bactéries sont cultivées sur acétate ou 

méthanol la voie de synthese n'est pas connue. Compte tenu du rôle clef de 

l'acétyl CoA, on peut supposer une conversion directe acétate-acétyl CoA 

principalement et une oxydation en CO2 pour régénérer simplement des 

équivalents réducteurs qui lui sont nécessaires (PETROFF, 1983). Par contre, 

des cultures de Lbarkeri sur Ho/C02, méthanol et acétate comme source de 

carbone ont montré que le pourcentage du poids des cellules provenant de 

14COo, fq4Cl méthanol et [l4C1 acétate respectifs sont 36, 13,s et 50,8 

(ZEIKUS, 1983). 

En 1983, EIKMANS et al. ont mis en évidence l'assimilation du 

propionate par trois bactPries méthanogènes (M. t m  &. 

arboriphilus et M. barkeri) synthétisant l'isoleucine comme produit final. 

Deux voies d'assimilation du propionate sont proposées : 

- le propionyl CoA après une condensation avec le COS donne le 2- ceto- 
butyrate qui est un intermédiaire de la biosyntfiese dlisoleucine ; 

- le propionyl CoA réagit avec l'acétyl CoA en donnant le 2- méthyl- 

acéto-acétyl CoA qui est réduit en 2-méthylbutyryl CoA. Ce dernier 

est un intermédiaire dans la chaîne métabolique donnant le 2- méthyl- 

butyrate qui est un précurseur airect de l'isoleucine. 

3.3.2. Assimilation d'axote 

La biosynthèse des acides aminés chez les méthanogènes emprunte les 

mêmes voies que chez les eubactéries (DANIELS et al., 1984). 

* Des travaux récents chez Methanobacterium omelianskii ont montrd que 

IfAspartate, l'Alanine, la Glycine, la Sérine, la Thréornine, la Lysine, la 

Methionine et la Valine sont synth4tisés de la même manière que chez les 

eubactéries, par des réactions de transamination et désamination. Une 



exception : la synthèse de Lysine chez &. thermoautotro~hicum emprunte la 

voie de l'acide diaminopiméiique catalysé par la dihydroàipicolinate 

synthase (BAKHIET, 1984). 

I 

L'isoleucine a aussi des voies de synthèse différentes chez les 

Archaebactéries que chez les eubactéries. Trois voies de synthèse ont été 
l 

mises en évidence chez les méthanogènes (BAKHIET et al., 1984) : 

- au lieu que la Thréonine serve comme intermédiaire (voie normale de 

synthëse), lvac6tyl COA et le pyruvate sont les précurseurs directs 

en empruntant la voie de l'acide citramalique (EIKMANNS et al., 

1983) ; 

- le propionate du milieu de culture est incorporé dans l'a- 

cétobutyrate, en plus le C, du propionate apparaît exclusivement 

dans l'a-c de l'isoleucine (EKIEL et al., 1984) ; 

- l'isoleucine est obtenue par une carboxylation du 2-méthylbutyrate 

(EIKMANNS et al., 1983). 

La Figure 13 schématise les diffPrentes voies de synthèse de 
1 

l'isoleucine chez les microorganismes. 

* : chez les méthanogènes, la source 

essentielle d'azote est l'ammoniaque (BRYANT et al., 1971 ;SCHAEFER et al., 
1 

1980 ; MURRAY et al., 1985). Quelques exceptions ont été mises en évidence 

par exemple M. thermoautotro~hicum exige la présence de la leucine et 

1 ' isoleucine ; Methanococc~ v a n n u  utilise en plus de 1 ' ammoniaque, les 
1 

I groupements aminés des bases puriques ou pyrimidiques (DEMOLL et al., 1986). 
1 

Ainsi, chez le microorganime, l'assimilation dlNHs conduit à la synthëse 

1 de trois composés qui sont des donneurs de groupements aminés dans les 

1 voies de synthese des acides aminés. Ce sont l'acide glutamique, la 
I 
l glutamine et l'asparagine. Cependant, chez les archaebactéries les 

mécanismes d'assimilations ne sont pas encore bien définis (ZEIKUS, 19771, 

Des études comparatives faites sur les méthanogsnes, basées sur les 

activités enzymatiques, indiquent que les voies d'assimilation dTNH4 chez 

les archaebactéries sont les mêmes que celles des eubactéries (KENEALY et 
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al., 1982). 

En 1976, BROWN démontre que l'assimilation de l'ammoniaque par les 

bactéries fait intervenir deux voies qui sont : 

* voie glutamate deshydrogénase (GDH) 

2-oxoglutarate + NH4' + NADPH ------ Glutamate + NADP' + HoO 

* voie glutamine synthétase / glutamate synthase (GS / GOGAT) qui 

nécessite une mole dtATP pour l'assimilation d'une mole d1NH4'. 

Glutamate + NH4' + ATP ----- Glutamine + ADP + Pi 

Glutamine + 2-oxoglutarate + NAD(P)H + H' ----- 2 Glutamate + NAD (Pl' 

+ H10. 

Récemment, KENEALY et al 11982) ont mis en évidence une autre voie 

d'assimilation d1NH4' chez M A  thermoautotro~hicum qui fait intervenir 

l'alanine déhydrogénase (ADHI en remplacement de la glutamate 

déshydrogénase. L'ADH a une activité et permet un rendement de croissance 

(g de cellule/mole de méthane) maximale quand la cystéine est présente dans 

le milieu comme source de soufre. Par contre, son activité est faible quand 

la bactérie est cultiv6e avec un excès d'ammoniaque. 

En ce qui concerne la GDH et GS/GOGAT leurs activités sont fonction de 

la concentration en NHA' dans le milieu, quand celle-ci est élevée la GDH 

est activée, par contre si la concentration en NHA+ est faible, c'est le 

système GWGOGAT qui devient actif (SMITH et al., 1980). Chez certaines 

bactéries m6thylotrophes (M- methanica, Methvlobacter v-1 

on rencontre les deux systèmes enzymatiques, tandis que d'autres disposent 

seulement de systèmes GS/GOGAT. Cependant chez les acétoclastes, le 

rendement &ergétique est quatre fois moindre que chez les hydrogénophiles ; 

ainsi chez les méthylotrophes ayant les deux systgmes, le rendement en 

biomasse n'est pas affecté quand elles sont cultivées en limitation d'azote. 

Par contre, celles qui ont un seul systbme (GS/GOGAT), voient leur 

rendement en biomasse diminuer dans un milieu limitant en azote car lrATP 

sert 3 la fois pour assimiler 11NH4' et pour assurer la synthèse de 



i composés indispensables pour la croissance. Des manipulations génétiques 
1 

I ont été faites sur le g&ne contralant le système GS/GOGAT de ~ethvlo~hilus 
methylotro~hus a été remplacé par le systéme glutamate déshydrogénase (GDH) 

dlE. COL1,les mutants cultivés sur méthanol ont un meilleur rendement en 

biomasse (7 X )  que les souches sauvages (LARGE, 1983). 

Peu d'études quantitatives ont dté faites concernant l'influence d'un 

milieu limitant en azote sur l'activité des bactéries méthanogènes. BREUIL 

et al. (19803, RONNOW et al. (19821, ont constaté que chez Xhermo~hila 

et Elt. 3hermoautotro~hia une concentration de 5 mM d1NH4 Cl diminue la 

vitesse de production de méthane et le taux de croissance des deux espèces. 

Par contre, les rapports C/N respectifs 4,9 et 4,5 n'ont pas été changés 

durant la période de croissance. 

L'effet des concentrations élevées en azote sous forme ammoniacale a 

été étudié par plusieurs auteurs (WEBB et al., 1985 ; KOSTER et al., 1984 ; 

HILLS, 1979 ; et recemment SPROTT et al., 1986). Ce denier a fait une 

étude comparative de l'effet du NH4' sur l'activité de six souches 

méthanogènes. Parmi les souches, celle qui s'est révélée la plus sensible à 

une élévation de concentration est Methanothrix concilii. La concentration 

de 25 mM inhibe l'activité méthanogène. Cette inhibition est due simplement 

a une fluctuation des cations intracellulaires due a une sortie massive de 
K' et accumulation d1NH4' à l'intérieur de la cellule (SPROTT at al., 1984). 

Par contre, cette inhibition peut-être levée en ajoutant des cations 

divalents, le plus efficace de ce point de vue est le calcium (Ca") a des 
concentrations comprises taux entre 20 et 40 mM de Ca cl2 (SPROTT et al., 

1984). 

Azote ml$ a : le pt-ocessus consiste en la réduction de la 

molécule d'azote en ammoniaque, selon la réaction : 

La réaction est catalysde par une nitrogénase. 

La découverte de la diazotrophie (fixation d'azote) chez quelques 

archaebactéries a conduit les chercheurs et les évolutionnistes a se poser 
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d'autres questions pour comprendre ce groupe qui forme un phylum à part. 

Les mécaniriaies d'assimilation ne sont pas encore connus ; récemment MURRAY 

et al. (1984) ont observé le même rendement en méthane chez M. barkeri 
Souche 227 poussant sur deux milieux, l'un ne contenant que l'azote 

moléculaire et l'autre contenant 20 mM d'azote amnoniacal. De même chez 

&$J-ianococc~l~ -totro~til;6JPT a été misse en évidence par BELAY et al. 

(1984) l'utilisation de l'azote moléculaire. Cette bactérie possèàe une 

nitrogénase active 3 64 OC, ce qui laisse penser que c'est une nouvelle 

enzyme. 

L'accumulation du phosphore a l'intérieur de la cellule est régi par 

plusieurs facteurs, soit par carence d'un nutrient qui favorise 

l'assimilation du phosphore comme le potassium qui peut être remplacé par 

le sodium ou le magnésium (SCHoNHEIT et al., 1983) '  ou bien lors d'une 

déficience en phosphore (FLORENTZ, 1982 1. La Figure 14 résume 

19assimilation du phosphore dans la cellule bactérienne. Le stockage du 

phosphore dans les bactéries méthanogènes tméthanophosphogène) est le 2.3- 

Diphosphoglycérate cyclique qu'on rencontre chez & thermoautotro~hicum 

(SEELY et al., 1983, 1984) qui constitue une forme de réserve du phosphore 

en cas de déficience et rend possible une synthèse dYATP lorsque le 

métabolisme énergétique de la cellule est perturbé. SAUER et al (19811, 

ARCHER (1985) montrent respectivement que la production dlATP par Y. 
et 1.barkeri dépend de l'hydrogène, autrement dit en 

absence de l'hydrogène, le taux dlATP diminue et le pool de 2, 3- 

Diphosphoglycérate cyclique reste constant. 

* La variation d'énergie libre de la réaction de décarboxylation de 

l ' acétate n ' est pas assez importante pour envisager la formation d'une 

liaison riche ou un mécanisme de synthhse par S.L.P. (Substrate-Level- 

Phosphorylation). PLusieurs hypothèses ont Pt4 proposées afin d'expliquer 

la création du gradient de protons en absence de réduction en utilisant 

simplement la réaction de décarboxylation d'acétate. 

- ZEHNDER et BROCK (1979) proposent que l'acétate non ionisé traverse 

la membrane puis est coup6e en deux donnant mPthane et bicarbonate. Compte 



Fig 15 Syn+iiése d'Am 

(d'aprés 1 'hypothése de -ER et BROCX 1979) 

Fig 16 Synthése ~'ATP 

(d'aprés 1 'hypotheise de WOLFE 1979) 



tenu de différentes constantes d'acidité entre les ions acétate et 

bicarbonate, le pH de la cellule s7élPve et le gradient de protons ainsi 

forai4 permet la synthèse de 1'ATP (Figure 15). 

- WOLFE (1979) niggere qu'une partie du groupement méthyl est dans une 

première étape oxydé et le transfert des électrons produits génére le 

gradient de protons. Les électrons sont ensuite retransférés sur le 

groupement méthyl et permettent sa réduction en méthane (Figure 16). 

* La croissance autotrophe des bactéries méthanogènes sur Hn/COo 

suggère que la formation de 1'ATP est couplée avec la réaction 

d'hydrogénation par E.T.P. (Electron-Transport-Phosphorylation), crest-à- 

dire au cours d'un transfert d'électrons dans une chaîne phosphorylante. 

THAUER et al. (1977) ont proposé un modele représentant le mécanisme 

de la synthese dVATP basé sur la théorie chimiosmotique de MITCHELL (1975). 

Le principe consiste en la création d'un flux de protons 3 travers une 

membrane sous 1 ' action d'une hydrogénase et de transporteurs d ' électrons 
apwopriés (Figure 17).  Au cours du transfert d'électrons, il s'établit 

entre les deux faces de la membrane une différence de potentiel et un 

gradient de pH. L'énergie libérée dite "Proton motive force" permet la 

formation de 1'ATP (Figure 18). Le facteur F420 réduit pourrait intervenir 

comme transporteur d'électrons. 

La conversion des matières organiques en méthane dans les écosystèmes 

I naturels fait intervenir de nombreuses associations entre espèces 
l bactériennes dont la variété va en décroissant du début à la fin de la 

chaîne métabolique. Parmi cette communaute, les bactéries méthanogènes qui 

assurent la stabilité de transformation des matières organiques en 
l 

éliminant en permanence du milieu des métabolites dont lvaccumulation est 

toxique (Hs, proton, acétate). En plus, elles permettent de récupérer avec 

un trPs bon rendement (90 %) 116nergie contenue dans des substrats carbonés 

dilués. 



Fig 17 Création d'un gradient de protons chez la bactede méthanogéne 

selon un nwhmiqe E, T.P 



1 
l Il faut aussi souligner le r61e primordial de la communauté acétogène 

I 
grace 3 son activité, elle régule le procédé global Se conversion des 

composés organiques en méthane. Elle constitue la clef d'accroissements 

substantiels de la cinétique de production du méthane. Aux acétogènes 

s'ajoutent aussi les bactéries sulfato r4ductrices qui jouent un r61e comme 

acétogènes productrices obligées d'hydrogène dans les écosyst*èmes pauvres 
1 

en sulfate. l 



X I .  JNFLUENCE D E S  C O ~ I T I O N S  PHYSICO-CHIMIQUES SUR 

Grace aux acquis technologiques réalisés pendant ces dernières années, 

la fermentation mdthanique des composés carbonés dilués est bien maîtrisée. 

Cependant, peu dl&tudes ont été faites sur les besoins nutritionnels des 

différentes populations, en précisant les conditions d'environnement qui 

assurent l'efficacité du processus. Il s'agit d'optimiser ces conditions 

pour obtenir la croissance harmonieuse des différentes communautés 

bactériennes, et qui ont des exigences physiologiques trhs différentes. 

Pour cela il faut définir des conditions de cultures compatibles avec leus 

développements et de réussir plus particulièrement celles qui répondent aux 

exigences les plus strictes tméthanogènes en particulier, dont l'activité 

est primordiale pour le maintien de lrPquilibre du système. 

La température est un paramètre très important lors d'une fermentation 

méthanique car elle influence profondément les conditions physico-chimiques 

du milieu. Ainsi lors d'une augmentation de température il se produit une 

diminution de la viscosité, une augmentation de la vitesse de àiffusion, et 

de la solubilisation des composés organiques et inorganiques. Cela facilite 

le contact et l'accessibilité des molécules aux bactéries ou enzymes, et 

améliore les vitesses de réaction. 

* Les travaux sur la microbiologie des souches cellulolytiques et 

hemicellulolytiques ont mis en évidence deux zones de températures dans 

lesquelles l'activité hydrolytique est optimale : une zone mésophile avec 

un optimum situé entre 35 et 40 OC et une thermophile entre 55 et 60 OC. La 

Figure 19 montre l'intensité de la méthanogénèse en fonction de la 

tempbrature. La variété des espèces bactériennes intervenant dans les deux 

cas est très large, que Ca soit en thermophile ou en mésophile. Cependant, 

les voies métaboliques, les enzymes ainsi que les substrats catabolises et 

les produits du metabolisme sont voisines. Les thermophiles se distinguent 

par des taux de croissance et les vitesses de réaction enzymatiques sont 

plus rapides (ZEIKUS, 1 9 7 9 ) .  



* Ainsi pour l'hydrolyse de résidus solides, le traitement par procédé 

thermophile est un moyen intéressant pour obtenir une amélioration des 

vitesses d'hydrolyse de l'ordre de 4 à 5 fois. (GHOGH et KLASS, 1981). Des 

essais de fermentation de la cellulose de coton en batch, par des boues 

adapt4es 3 la dégradation de polysubstrats en mésophile et thermophile 

montrent que la fermentation thermophile ne modifie pas le rendement de 

méthanisation obtenu par fermentation mésophile, mais elle double la 

vitesse d'hydrolyse. Ainsi l'hydrolyse n'est pas l'étape limitante de la 

fermentation comme c'est le cas en mésophilie, mais c'est l'utilisation de 

11ac4tate par les bactéries méthanoggnes dont l'activité est moins 

fortement accélérée par la température (PETROFF, 1983). 

Il se dggage que le procédé thermophile est un moyen efficace pour le 

traitement des déchets (6,25 g MVT/l.j. en thermophile et 3,6-4,4 MVT/l.j. 

en mésophile). Mais le coOt de l'opération peut devenir très onéreux si on 

ne dispose pas d'effluents chauds (VERRIER, 19841, et ce systeme de 

fermentation est trhs instable. 

Technologiquement, cette instabilité d'hydrolyse et de méthanogénese 

peut être surmontée en utilisant le procédé de séparation de phase dont la 

première est themophike et la seconde est mésophile. Le procédé s'est 

révélé performant, car, d'une part,la stabilité du système était maintenue, 

d'autre part, le rendement de conversion de la matière organique est plus 

important que le procédé mono étape thermophile. 

* Une fermentation méthanique en zone psychrophile 10 OC est 

envisageable apres une adaptation des bactéries méthanoghnes à des 

températures progressivement décroissantes. 

1 + Dans le domaine mésophile, la vitesse d'hydrolyse maximale est à 35 

OC.Par contre, MOSEY (1983) montre que le rendement des bactéries 

méthanog8nes acétoclastes et des acétogenes d4gradatrices du propionate 

n'est pas le mgme 3 l'intérieur de zone mésophile (Tableau X I ,  il constate 

une diminution de rendement de 20 % en passant de 25 à 35 OC. 
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Le contrôle et l'équilibre d'un écosystème anaérobie dépend de la 

valeur du pH qui est la résultante de deux facteurs, l'alcalinité totale et 

la concentration en acides gras volatiis résiduels. 

Ainsi, lors de la dégradation des glucides et des protéines, il y a 

libération dlAGVs, de cations (Na', K*, Ca",Mg", NH4') et d'anions 

(bicarbonate, phosphate) et du CO,. L'équilibre entre tous ces éléments est 

nécessaire pour avoir m bon déroulement de la fermentation. Quand il y a 

production d'AGVs le système d'équilibre est déplacé. Le déplacement des 

bicarbonates vers le pouvoir tampon aans la plupart des digesteurs est 

assuré par les systbmes Mi.,' HCOs' essentiellement (Mc CARTY, 1964). 

Le Tableau XI indique les valeurs des diffdrents couples acide-base 

assurant le pouvoir tampon dans un écosystème anaérobie. Des études 

comparatives sur llalcanilité totale (T.A.C.1 montrent que la valeur admise 

comme suffisante pour la digestion anaérobie est de 2 à 3 g/l (Ca CO1 ) 

(KOTZE, 1969). Le rapport AV/TAC permet d'avoir une idée sur l'équilibre 

d'une fermentation. Pour un bon déroulement, le rapport est égal à 0,2 et 

il ne doit jamais dépasser 0,4 : 

TAC = Titre d'alcalinité mg Ca COJ/l 

AV = Acidité volatile mg CHs COOH/l 

Le pH optimum de la m6thanogénèse se situe entre 6,8 et 8 (BALCH et 

a1.,1979) ou 6 et 8 (ZEHNDER et al., 1982) ; en dehors de ces deux 

intervalles,la méthanog4nèse est simplement ralentie. La Figure 20 montre 

l'effet du pH sur l'activité d'une flore méthanogène mixte. 

L1acétog6nèse est assurée par les bactéries qui ont une activité 

maximale a pH 7,2 (Mc INERNEY et al., 1979). Par contre les bactéries 

acidifiantes 50nt moins strictes et peuvent se multiplier à pH acide (<4) 

mais l'optimum se situe entre 5,5 à 6 (ZOETMEYER et al., 1982). 



Fig 19 influence de la température sur la méthanogenése 

Fig 20 Influence du PH sur la méthanogenése 
-- - - -- - -. - -  - - -- 



I 
3. Le ravport wbone .  azote. ~hos~hore  ( CiN/P)  

Le contrôle d'azote et du phosphore pour un traitement anaérobie est 

très important. 11 permet, d'une part, d'avoir un bon déroulement de 

procédé avec des rendements meilleurs de conversion de la biomasse en 

méthane (HILLS, 1979) ; d'autre part, d'éviter l'obtention d'effluents 

méthanog&nes riches en ammoniaque ou phosphate réduits qui causent des 

phénomènes d'eutrophisation du milieu récepteur (LAGRANGE, 1979). 

Ainsi l'apport de l'azote et du phosphore pour un effluent industriel 

peut @tre calculé à partir de l'équation stoechiométrique établie par Mc 

CARTY (1 972) : 

C, H, Os No + (2n + C - b - U - &) Ho0 - <&) CH4 + 

20 4 8 
1 

n - c - a- &) CO, + <a Cs H7 OSN + ( C  - sb) NH4+ + (C - a) HC03- 
5 8 20 20 20 

avec : d = 4n + a - 2b - 3c 

s = fraction de biomasse synthétisée 

C, Ha O,, Ne = formule empirique de la matière organique à traiter. 

Celle-ci montre bien que la quantité d'azote nécessaire à la synthèse 

de biomasse bactérienne est plus faible en anaérobiose qu'en aérobiose. Cet 

apport correspond à 10,5 % des matières volatiles en suspension, les 

besoins en phophore sont approximativement de 15 % de l'apport en azote 

(SPEECE et Mc CARTY, 1964). Ainsi le rapport C/N/P ou DCO/N/P sert comme 

référence pour estimer les besoins nutritionnels, il convient de compléter 

1 ce dernier par deux autres paramètres : le rendement de production de 
1 biomasse et la charge massique. La Figure 21 montre la relation entre eux. 

HENZE et HARREMOES (19831, LETTINGA (1980) indiquent respectivement que les 
1 rapports DCO/N minimaux respectifs sont 350/7 et 350/5. Pour des charges 

inférieures à 0,5 Kg DCO/Kg MVES. Ce rapport peut atteindre des valeurs 

élevées de l'ordre de 1000/7 et même plus. Pour des charges plus élevées de 

0, 8 à 1,2 Kg DCO/Kg MVES, le rapport DCO/N est de 400/7, ce dernier est 

voisin de celui trouvé par VAN DEN BERG et LENTZ (1977) (420/7) pour 

différents déchets agro-alimentaires. La Figure 22 montre la relation entre 



Fi!% 21 Relation entre le rendement en biomasse et la charge orgaique 

(d'aprtis HEmE et ûAùREMûEÇ 1983) 

Fig 22 Relation enère le rapport DCO/N et la charge organique 

(d'aprés HENZE et -ES, 1983) 
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le rapport DCO/N et la charge organique. Les travaux de LETTINGA (1980) sur 

différents substrats montrent que pour une culture qui fermente un mélange 

dvAGVs, le rapport DCO/N correspond à 1000/5/1 et pour des substrats plus 

complexes comme les glucides, le rapport est de 350/5/1. Mc CARTY (1974) en 

se basant sur la composition moyenne drune bactérie a calculé un rapport 

N/P qui est de 6,7 et a dressé un tableau des rapports DCO/N/P pour 

différents substrats. Le Tableau XII montre que les besoins en azote sont 

plus importants au fur et à mesure que le composé à fermenter a une charge 
polluante de plus en plus élevée. Cela s'explique par les exigences des 

espPces bactériennes rencontrées lors de la fermentation des differents 

composés. Ainsi en fermentant des glucides ou des lipides ori établit une 

culture mixte contenant des bactéries qui représentesc les différentes 

étapes de la digestion anaérobie. Les besoins en azote et phosphore sont 

plus importants que si lvon fermente de l'zcide acétique qui constitue un 

précurseur direct du méthane et qui nécessite un seul type de bactérie 

(méthanogènes acétoclastes). Il apparaît qu'un déséquilibre entre le 

carbone et l'azote peut mcsifier l'activité des microorganismes. Cependant 

certains déchets agrc-alimentaires et surtout les déjections animales sont 

riches en azote, leur traitement par voie anaérobie pose certains problèmes 

dûs à l'accumulation d'ammoniaque, et c'est ce qui a mené certains auteurs 

à effectuer des mélanges de substrats (HABIG, 1985 ; WEBB, 1985) pour 

obtenir un bon déroulement du processus et une meilleure cinétique de 

production du biogar. 

. 4. Besoins en éléments minérauy 

4.1 . Besoins en sulfate 

Le rôle joué par les sulfates dans les milieux anaérobies conditionne 

le type de flores rencontrées et la nature de la chaîne trophique. La 

dégradation de la matière organique peut emprunter soit la voie de la 

méthanogénèse ou bien celle de la sulfato réduction, selon que 

l'environnement proximal des bactéries est pauvre ou riche en sulfate. 



- Dans les milieux pauvres ou épuisés en sulfate, la digestion 

anaérobie s'accomplit totalement jusqula la formation du méthane, le 

sulfate présent constitue après réduction en sulfure la source de soufré 

pour les autres bactéries. 

- Dans les milieux riches en sulfate, la dégradation est accompagnée 

d'une réduction biochimique de l'ion sulfate qui occupe la place 

prépandbrante d'accepteur d'électrons. Ce transfert énergétique assure une 

dynamique de croissance beaucoup plus performante pour les bactéries 

stnlfato rdductrices qui en bénéficient (SCHUNHEIT et al., 1982). 

Ainsi le contrôle de la teneur en soufre dans un écosystème paralt 

nécessaire pour deux raisons, l'une biologique et la deuxième écologique. 

- Biologique pour le maintien des bactéries méthanogenes dans le 

système d'où une production de biogaz riche en méthane. 

- Ecologique, pour éviter de rejeter dans la nature un gaz toxique qui 

est l'hydrogène sulfure et qui peut se présenter sous deux formes : dissous 

dans l'eau ou à l'état gazeux, toutes les deux étant fort poliuantes 

(POSTGATE, 1979). 

Les travaux de SPEECE et PARKIN (1983) éffectués en batch ont permis 

de classer les composés soufrés présents dans un digesteur par ordre de 

leur toxicité : 

Sur le plan qualitatif, les formes réduites telles que les sulfures 

sont préférentiellement utilisées par les méthanogènes (ZEIKUS, 1979 ; 

SCHERER et a1.,1981). Des études faites sur trois souches pures : 

acterim k!&i. et Met han-c t er 

ont montré que les sulfures peuvent être substitués par les 

sulfates mais cela nécessite la présence du fer. La croissance maximale est 

obtenue avec un milieu contenant 1,5 mM de S04' et des doses de Fe clo ae 

1 'ordre de 0 , 5 9  mM (PATTEL et al. , 1 978 1. En présence de sulfate seul, 

l'optimum de croissance est obtenu avec des doses de l'ordre de 0,16 à 0.52 





mb! chez m o b a c t e r i u m  thermoautotro~hicum. 

Les besoins en soufre sont de l'ordre de 2 ' 6  % du poids sec d'après la 

stoechiométrie de la cellule CS H7 02 N, SO., 11 a été montré que 

chez &. ruminantiun, le soufre incorporé dans l'acide 2-mercaptoéthane- 

suïfonique (HB-CHn-CH1-ma) constitue 4 t du soufre total, le pool le plus 

important de composés soufrds se trouve sous forme de cystéine et de 

méthionine, ainsi que d'autres compos~s de faible poids moléculaire qui 

occupent une large part (RONNoW et al., 1982). VAN DEN BERG (1980) 

travaillant sur une culture enrichie obtient une croissance avec des 

concentrations en sulfate allant jusquva 12 mM. Il n'y a ni stimulation de 

la sulfato réduction ni inhibition de la conversion d'acdtate en méthane. 

Des observations microscopiques faites simultanément ont montré que la 

flore méthanogène n'a pas été affectée. 

4.2. Çatiom : (sodium, potassium, magn6sim et calcium) 

Les besoins des bactéries vis-&-vis des ions métalliques, cations, 

oligo éléments varient qualitativement et quantitativement avec la 

composition du milieu ; certains facteurs de l'environnement contribuent 

ces variabilités se sont : 

- le remplacement fonctionnel partiel ou total d'un ion par un autre ; 

- l'apport excessif d'un ion essentiel sous l'effet d'un ion 

antagoniste ; 

- le détournement de l'effet catalytique d'un métalloenzyme en 

présence d'un produit de la réaction ; 

- la présence de composés organiques complexes dans le milieu capable 

de complexer les ions m4talliques. 

Outre ces variabilités, les méthanogenes forment un groupe spécial à 

cause de leurs besoins nutritionnels différents d'une espèce à l'autre et 

de leurs sources de carbone très limitées. Le Tableau XII1 établi par 

SCHERER et al. (1983) résume la composition en hléments majeurs et en oligo- 

éléments de dix bactéries méthanogènes. Les grandes variations sont 

observées avec Na' et K", tous les deux ont des fonctions physiologiques 

importantes et dans leurs taux cellulaires varient largement (0,3-4,O %) 
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pour Na+ et (0,13-5'4 X )  pour Kg. On constate que chez les hydrogénophiles 

qui sont représentés dans les cinq premieres lignes au tableau et qui 

appartiennent l'ordre des Méthanobactériales, la concentration en Na+ 

chez est plus faible que celle en K'. Par contre, chez les utilisatrices du 
. - .  

formate (&. vanielia) et les méthylotrophes qui appartiennent respecti- 

vement aux ordres des Héthanococcales et Méthanomicrobiales les 

concentrations en Na' et K' sont trgs variables. 

En général, les microorganismes accumulent le K' et le MgZ+ et par un 

mécanisme actif excrètent le Na", Ca2+ et H+. Par contre certaines des 

bactéries marines halophiles ou du rumen ont besoin du sodium pour croître 

(PERSKI et al., 1981). Pour certaines bactéries comme Halobacteriun 

ium et Eschericm 
. - 

halob le transport actif de certains substrats est 

régi par un CO-transport avec le sodium, c'est le cas par exemple du 

transport de l'acide glutamique (LANYI et al., 1979). 

Le sodium et le potassium sont aussi importants pour la croissance. 

Ainsi la croisssance et la production du méthane par ~thermoautotro~hicum 

sont stimulés par le sodium, le KNa' apparent est approximativement de 1 mM. 

La stimulation de la cinétique de production de méthane est vraie même en 

resting cells pour lesquelles une concentration de 50 aiM de Na' dans le 

milieu est recommandée (PERSKI et al., 1981). Une valeur voisine du KNa'(1, 

1 mM) a été calculée par KODAMA (1976) lors de la croissance optimale de 

pseudomonas s t u t z d .  La dépendance de la croissance de M, barkeri vis-a- 

vis du sodium a ét6 étudiée en détail par PERSKI et al. (1982), le Tableau 

XIV résume l'effet du Na' sur quelques paramètres de certaines bactéries 

méthanoggnes. 

En dépit des différentes constatations faites sur l'effet du sodium 

sur la croissance on remarque bien que l'effet quantitatif des cations 

varie largement selon le cation et l'organisme, tandis que l'effet 

qualitatif ne varie pas. Les Figures 23 (A,B) montrent l'effet du sodium 

sur le taux de croissance de deux bactéries méthanoggnes, M e t h a n ~ c c u s  

vol ta^ et y, therrnoautotro~hicum ; la première nécessite un apport en 

sodium 100 fois plus élevé que la deuxième, pour une croissance optimale, 

les concentrations respectives sont de 500 et 5 mM. Cependant on assiste .3 

des contradictions résultant d'après les travaux de SPROTT et al. (1981) 



F i g  23A ; Effet du sodium s u  le  taux de rixoissance de Mc.voitae 

Fig 23B ; Effet du sodium sur l e  taux de croissance de Mb.thermoautotleophicuag 



o p  24 =fa t  du magnésium s u r  Mc.vo1tae 

A/ Sur le taux de croissance 

B/ Absorption finale 



qui montrent qu'il n'y a pas d'effet similaire de Na' sur la croissance de 

Mb thermoautotro~hicum et Ehunnatei. Ils estiment que les teneurs en Na", - 
K' et Mga' dans ces dernières dépendent des trois phases de croissance. 

Ainsi ils déterminent que la teneur intracellulaire en K' des cellules de M 
l t-otro~hicum (environ 780 mM) en phase exponentielle est de 5,4 fois 

plus élevée que celle de P45. jxmatei, et dkcroît graduellement quand les 

cultures entrent en phase stationnaire. Les deux bactéries concentrent le 

Mg2", dont la teneur augmente avec l'âge des cultures. 

La Figure 24 montre l'effet du Mg" sur le taux de croissance de a. 
voltae. Le rôle du Mg2- chez les méthanogenes est important, il intervient 

comme catalyseur de nombreuses réactions de biosynthgse et lors de la 

méthanogénèse. Un autre cation divalent ayant un rôle important est le 

calcium. Cependant, KANDLER et al. (1978) montrent que le calcium 

n'intervient pas comme un élément nutritionnel, mais la corrélation existe 
. - .  

au niveau de la composition de la paroi cellulaire. Ainsi chez &. 

dont la paroi cellulaire est composée de sous-unités protéiques, les 

besoins en calcium sont moindres que chez &. b a r k d  dont la paroi 

cellulaire est constituée par des hétéropolysaccharides. 

Ces résultats mettent en évidence les mêmes tendances que celles 

observées par VERRIER et al. (1985) pour l'adhésion des bactéries sur un 

support en PVC (Chloridepolyvinyl), la quantité de bactéries fixée est 

multipliée par 5 à 6 fois en comparant l'essai contenant 200 mg Ca Cln au 

témoin. 

5.  QJiao élément5 

A cause de leur appartenance à un groupe phylogénique particulier et 
de leur temps de doublement faible, les méthanogènes ont des besoins 

nutritionnels différents et moindres que ceux des eubactéries. Grace à 

l'évolution technologique, la traitabilite de plusieurs effluents par voie 

anaérobie est devenue possible, avec des rentabilités satisfaisantes, 

néanmoins des résultats négatifs subsistent pour certains effluents, cause 

de la non maîtrise des besoins nutritionnels des bactéries méthanogènes. 



Ainsi pour certains effluents d11AA riches en carbone tels que les 

vinasses le succès et le maintien de la digestibiiité nécessite une 

complémentation minérale. VAN DEN BERG et al. (1971) suggèrent que pour 

avoir une bonne digestion, l'apport d'extrait de levure est nécessaire. La 

quantité minimale est de l'ordre de 1,5 Kg/mf quelle que soit la charge et 

5 Q/m3 de milorganite ont le même effet que l'extrait de levure dont la 

fraction minérale s'est r6vélée significativement stimulatrice pour toutes 

les phases de la digestion anaérobie. 

L'établissement d'une carte des besoins nutritionnels pour le bon 

fonctionnement d'un écosyst&me est difficile 21 cause des interactions très 

complexes entre les différentes espèces. Par exemple lors d'une 

accumulation dlAGV il est difficile de savoir si la déficience 

nutritionnelle affecte les acétogènes responsables de convertir les AGVs ou 

bien les méthanogènes responsables de l'élimination de l'hydrogène et 

l'acétate. 

Il a ét6 montré que quatre éléments sont indispensables pour les 

méthanogènes, ce sont : le fer, le cobalt, le nickel et le soufre (SCHERER 

et al. ,1981 ;DIEKERT et al. , 1981 ; HOBAN et al. , 1 979 ; SPEECE et al. , 
1983). D'autres éléments ont aussi un effet activateur sur la croissance et 

la production du méthane, les plus importants sont le Molybdene et le 

Selenium (SCHoNEIT et al., 1979 ; MURRAY et al., 1981 ; SPEECE, 1983). 

5.1. Fer e t  cx&jJ& 

En 1964, SPEECE et al. ont montré que la méthanogénèse est stimulge 

par un faible apport du fer, mais la concentration optimale pour un bon 

déroulement du processus n'a pas pu être d6terminée à cause des 
I 
l précipitations du fer en présence de carbonates et de phosphates. La Figure 

25 montre l'effet du fer sur la conversion de l'acide acétique. HOBSON et 
1 al. (1974) ont remarqué que la conversion de l'acétate en méthane par une 

culture acétoclaste est stimulée en ajoutant du fer sous forme Fe cln 

jusqu'à 20 mM avec un maximum entre 5 et 10 mM. 

La production du méthane et la croissance des méthanogènes nécessitent 

aussi du cobalt. Par exemple, Ms Barkeri cutivée sur méthanol et Ho/COa a 



Fig 25 V a z L a t i o n  ch taux dm condrtion de f 'adde ac(ItAqtm du à l'ajsut 
do fsc au d m  et a-s U jours (Pas mts d'ajout sua indi& 
p8?2 1- fZ&dmaB) 

*- pu de fer; O-lni#: A-2,5sn: A-5mM 



Ftpl 26 t'effet du sobdt  sur la m&thanoqan&se paz m m e s i  



une croissance beaucoup plus faible en absence du cobalt qu'en présence de 

! 1 PM de Co cl2. La Figure 26 montre l'effet du cobalt sur la synthPse de 
certains corrinoïdes comme le 5-hydroxybenzimidazolyl cyanocobinamide 

l 

(Facteur III) qui est présent chez Ms barkeri avec un taux entre 0'1 21 0.2 

mg/g de poids sec. 

Le nickel est l'oliao élément le plus important pour les méthanogenes. 

Les Figures 27 (A, B I  montrent l'effet du nickel sur la croissance de K. 
a et K. th~rmoautotro~hicu (KIRSOP, 1984). Le Tableau XV montre la 

teneur en nickel de quelques méthanogènes poussant sur un milieu contenant 

5 PM Ni, concentration optimale pour la croissance de ces microorganismes 

(DfEKERT et al., 1981). Le nickel est nécessaire pour la méthanogénèse, 

c'est un constitutant essentiel du CO-enzyme F 430 (ELLEFSON et al., 1982). 

Par ailleurs, il stimule l'activité des hydrog6nases chez 

Desulfovibriowigggg et M. thermoautotro~hicum (GRAF et a1.,1981). Chez M, 

brvantii en plus des deux rôles cités ci-dessus, il empêche la lyse rapide 

des cellules après épuisement du substrat, il parait donc que des protéines 

contenant du nickel jouent un rôle dans la synthese ou la maintenance de la 

paroi cellulaire (JARRELL et al., 1982). 

L'effet du nickel a 6té étudié sur une culture acétoclaste enrichie, 

l'ajout de 10 mg/l du Ni cl? stimule la production de cellule, la 

concentration en MVES augmentant de 700 à 1700 mg/l en deux semaines. 
, Pendant la même période la consommation d1ac6tate augmente elle aussi, et 

passe de 3 3 15 g/l/J. 

1 L'effet du molybdene seul sur la croissance des m4thanoghnes et la 

production du méthane est nul. Par contre qwnd il est associé au nickel et 

l au cobalt, son effet devient positif (Figures 28 A et 0 ) .  Chez Çlo~tridluq 
. . 

pasteurianum le molybdene fait partie d'une métalloprotéine, la COo- 

réductase, qui catalyse la réduction du CO, en formate. La croissance de M, 

t m  exige des concentrations relativement élevées en 

molybdene, car l'enzyme qui réduit le CO2 est une molybdo-protéine. 





(SCi-itiNHEIT et al., 1979). 

L'apport du sélénium stimule la croissance des bactéries méthanogènes 

comme le montre la Figure 29 qui résume l'effet du sélénium sur la 

croissance du Methan- sur formate seul et formate s4lénite. 

Les rendements en biomasse respectifs sont 0,76 et 1,1 g poids sec/l. Cette 

stimulation de la croissance est accompagnée par une élévation de 

l'activité d'une hydrogénase, le sélénium s'intègrant dans l'enzyme en 

formant un complexe (JONES et al., 1977, 1980). Le sélénium intervient 

aussi lors de la synthèse de coenzyme M, en remplaçant le soufre, la 

molécule obtenue est la suivante : CH,-Se-COM (DANIELS et a1.,1984). 

Ils provoquent des accidents de méthanisation lorsque leurs 

concentrations dépassent un certain seuil. Au sein du digesteur, il existe 

des mécanismes de protection contre l'inhibition par les métaux lourds, 

tels que : 

- la précipitation de sulfures ; ce mécanisme n'intervient pas pour le 

chrome ; 

- la précipitation de carbonates si le pH est suffisamment élevé (7.2 

pour le cadmium et 7,7 pour le zinc par exemple). Ce mécanisme est 

surtout important pour le fer dont le carbonate précipite si le pH 

est supérieur à 6,4 ce qui peut permettre une libération de sulfure 

a partir du sulfure de fer. Les ions S2- sont alors disponibles pour 

la précipitation des autres métaux ; 

- la réduction des métaux a une valence inférieure, ce qui réduit les 

besoins en ions sulfure. 

Puisque les agents qui neutralisent les ions métalliques réagissent de 

façon stoechiométrique avec tous les métaux lourds courants (à l'exception 
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Fig 28 ~ f f e t  du molyMan sur l ' a c t i v i t é  d'une popilation mirta 

a/ A pas de rnolybden 
O plus 5OnM molybden 

b/ O pas de mslyMen 
A 5OnM molyMen plus 50- cobalt 
* 50- molyMen plus l O O n M  nickel 
a S O M  molybden plus SOnM cobalt plus LOOnM nickel 



du chrome) il a été proposé par MOSEY (1976) d'exprimer la toxicité des 

mbtaux lourds par la formule : 

concentration en matière seche 

où 27,9 - 32 ,7  - 29,4 etc. sont les poids équivalents quand les métaux sont 
sous forme divalente et 0,67 est un facteur permettant de tenir compte de 

la réduction partielle du cuivre en cuivre cuivreux. Fe, Zn, Ni, etc. sont 

exprimés en mg/l, la concentration en matière seche en Q / l  et k en meq/kg. 

Si le pH est supérieur 3 6,4 ce qui est en principe, le cas dans un 

digesteur, le terme Fe/27,9 peut être supprimé, le fer étant précipité. Des 

résultats expérimentaux montrent que k peut servir a prévoir de façon 

acceptable la toxicité des métaux. Par exemple lorsque k dépasse 200 meq/kg 

la digestion anaérobie est perturbée. 

La toxicité du chrome est fonction de sa concentration totale, 

lorsqulelle dépasse 2,5 % de la matiPre sèche dans un digesteur, la 

fermentation est inhibée. HAYES et al. (1978) ont étudié la distribution et 

l'effet des métaux lourds sur la digestion anaérobie, ces travaux ont donné 

des résultats trPs voisins de ceux obtenus par MOSEY (1983).  L'ordre de 

toxicité des différents métaux est : 

Le Tableau XVI  résume les seuils de toxicité des métaux lourds pour la 

digestion anaérobie. 

l Il paraît judicieux de discuter la toxicité d'un composé en parlant du 

seuil de toxicité que de la toxicité d'un composé, car presque toutes les 

substances sont toxiques pour les méthanogenes mais la concentration 

nécessaire varie d'une substance à une autre. Le Tableau XVII résume 

l'effet de quelques composés avec leur seuil d'inhibition (Henze et al., 

1983). 
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Les relations structure moléculaire - toxicité de piusieurs composés 
pétrochimiques ont été étudiées 3 partir d'une culture acétoclaste (PARKIN 

et al., 1983 ; SPEECE, 1983 ; STUCKEY et al., 1980). Les résultats montrent 

qu'il y a une corrélation entre la structure moléculaire d'un composé et sa 

toxicité vis-&-vis des méthanogènes non acclimatés. Parmi les composés plus 

toxiques, il y a ceux qui ont un groupement aldéhyde, une double liaison ou 

qui sont substitués par un halogene. 

La toxicité est aussi causée par des composés inorganiques qui sont 

eux aussi rencontrés dans des effluents et dont l'effet a été étuaié sur 

l'activité d'une population mixte acétoclaste (sulfure, ammonium, oxydants). 

7.1 . Ammonium 

En batch, l'augmentation de la concentration du NH4' augmente le taux 

de toxicité vis-à-vis d'une population non adaptée. Par contre l'inhibition 

de la production du méthane est progressive quand un autre procédé est 

utilisé tel que le semi-continu ou le mono-étape infiniment mélangé. La 

Figure 30 montre la réponse d'une population acétoclaste vis-&vis des 

différentes concentrations du NHA". 

D'autres essais ont été réalisés avec des concentrations de l'ordre de 

2400 mg/l dVNH4', les résultats montrent que la toxicité du NHI' est 

réversible ; quand llammonium est supprimé dans le surnageant le système 

retrouve sa cinétique initiale de production du gaz. 

7 .2 .  Sulfure 

Une concentration en sulfure de l'ordre de 50 mg/l ajoutée sous forme 

de Na& inhibe la production de méthane par une population non adaptée en 

batch. En continu et semi-continu, l'effet du Sa- de 100 à 500 mg/l induit 

une diminution de production de gaz suivie par une rapide reprise de 

production. Le rendement du système dépend de la concentration en sulfure. 

Jusqu'à 1500 mg/l de S2- la toxicité est réversible, mais le retour à 

l'équilibre est plus lent qu'avec l'ammonium. 



Fig 29 Effet du sélinite sur la czaissénce de Methanococcus vannieLfi 

Fig 30 ~ 6 p o n s e  d'une population mixte acétocllaste à l'aimaonium 
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7.3. Qxvdants 

La présence d'oxygène dans un écosysthne anaérobie, déstabilise le 

processus, le mgme effet a été observé avec des compos6s ayant un degré 

d'oxydation élevé tel que nitrate et le peroxyde d'hydrogène. 

Dans le cas des effluents provenant d'une industrie de pectine, la 

concentration en nitrate peut atteindre 3-5 Kg  NO'=/^^: Sans tenir compte 

de ce taux de NO-Z, la digestion est mal menée, par contre, le système 

s'est stabilisé apres introduction de l'effluent prédénitrifié. 



Détermination analvtiq&w5 servant à llévaluation BgS fermen- 

piPote 

Une quantité connue d'échantillon est s6chée à 105 OC jusqulà poids 

constant. 

AprPs séchage, le pr6lèvement est calciné au four à 550 OC jusqu'à 

poids constant. 

3. ratieres o w e s  ou vola- 

Cette valeur cornespond a la perte de poids constatée après passage au 

four à 550 OC. 

4. -enion et matieres volatiles en s u s m e  

Un volume connu d'échantillon homogénéisé est filtré sur un filtre de 

verre WATHMAN GF/C. Le filtre est ensuite traité selon le même protocoie 

que pour les matières séches. 

5. Carbone ornisue totah (COT) 

Dosage sur un appareil BECKMAN HodPle 915. 

Le carbone minéral est dosé 3 105 OC (Cm). 

Le carbone organique total (COT) est dosé à 950 O C .  



eldahl et azote awion èSS3La(m et 

L'azote ammoniacal est mesuré après distillation de l'échantillon au 

buchi. L'azote total est mesuré après minéralisation et distillation en 

conformité avec la norme AFNOR T 91 A - Doc. 25. Dans les deux cas, la 
concentration en azote est déterminée par un dosage titrimitrique avec 

l'acide sulfurique 0,1 N. 

L'acide formique est dosé par une méthode calorimétrique (LANG et 

LANG). Un échantillon de 0 , 5  ml (min 50 J A ~  de formate) et pris dans un 

volume de 1 ml d'une solution d'acide citrique (10 g dans 100 ml 

drisopropomol), plus une goutte d'une solution d'acétate de sodium à 30 %, 

plus 3,5 ml d'anhydride acétique ; après deux heures à température ambiante, 

une coloration rosâtre se développe. La densité optique est lue a 515 nm. 

La teneur en phosphore total est déterminée par une méthode officielle 

de la C.E.E.. Un volume connu d'échantillon est minéralisé par voie sèche 

puis mis en solution acide. La solution est traitée par le réactif Vanado- 

molybdique. La densité optique de la solution jaune ainsi formée est 

mesurée au spectrophotomètre a 430 nm. 

9. Do-e des éléments m 

1 Les analyses des éléments minéraux sont réalisées à l'aide d'un 
I spectrophotomètre d'absorption atomique PYE UNICAM SP 9. Quelque soit 
l l'élément 3 analyser, une gamme étalon de 0;2;4;6;8 et 10 PPM est préparée 

1 à partir de solutions mères. Toutes les dilutions, même celles de 

i l'échantillon à analyser sont faites dans une solution de chlorure de 
lanthane à 0'2 t. Celle-ci a pour but de réduire les interférences. Les 

concentrations sont déterminées grâce aux lampes spécifiques pour chaque 

élément. La concentration finale est la moyenne de trois déterminations. 



II.  B I Q U E S  CHROMATOGRAPHIQUES 

sont analysés par chromatographie en phase 

gazeuse des surnageants de centrifugation dans les conditions suivantes : 

* Chromatographe varian 3700, détecteur à ionisation de flamme avec 

injecteur automatique et intégrateur varian CDS 1 1 1 .  

* Colonne acier inox 1/8 pouce x 2,5 m remplie de chromo-sorb W AW 100- 
200 mesh, imprégné de néopentyl glycol adipate et de 2 % d'acide 

phosphorique. 

* Gaz vecteur : azote 2 bars, 30 ml/min, saturé en acide formique. 
* Température de colonne : 175 OC. 
* Température d'injecteur et détecteur : 230 OC. 

* Débit d'hydrogène : 300 ml/min. 

* Débit d'air : 300 ml/min. 

La quantification des AGVs est réalisée par étalonnage externe. 

2. ~ c n s o d e t  séparés par chromato- 

graphie gaz-solide. 

* Chromatographe PYE UNICAM muni d'un détecteur a conductivité 

thermique. 

* Colonne acier 4 mm x 3 m remplie de propak S. 

* Gaz vecteur azote pour le dosage de Ha-COS-CH4 ou hélium pour le 

dosage NI-CH4-CO2. le débit du gaz est 50 ml/mn. 

* Température du four : 50 OC ; injecteur : 60 OC, détecteur : 100 OC. 

La quantification est réalisée par étalonnage externe, les teneurs 

sont exprimées en poucentages de chaque gaz dans l'échantillon. 



III. ~CHNIQUF-S MICROBIOLOGIQUES 

1. Ç i n 6 t i e  de fermentation en d 

Les fermentations anaérobies en discontinu sont réalisées en flacons 

bouchés et purgés à l'azote. Cette méthode est employée pour l'évaluation 

de l'activité de cultures mixtes (boues de digesteurs) ou de cultures pures. 

Dans ce dernier cas, les cultures sont maintenues en conditions stériles. 

AprPs ensemencement, les flacons sont placés à l'étuve a la température 

d'incubation de 35 OC. Les prélèvements de gaz et de liquide sont faits 21 

la seringue munie d'une valvé etanche et injectés dans le chromatographe. 

La cinétique de production de méthane se fait par rapport à un étalonnage 

par injection de quantités connues de méthane à la pression ambiante. Dans 

ces conditions, la formule Vo x A xK fournit directement le volume de 

méthane produit avec Vo égal au volume de l'espace mort du flacon ; A, la 

surface du pic de méthane et K le coefficient de réponse du chromatographe 

(PETROFF,1985). 

La cinétique de production de gaz et le bilan de carbone sont 

calculées en tenant compte des prélèvements de gaz pour des analyses et des 

prélèvements de milieu qui augmentent le volume mort et élimine une partie 

du substrat. 

2. W e a  anaérobies 

La technique de culture anaérobie de Hungate modifiée par MILLER et 

WOLIN ( 1 9 7 4 )  est utilisée pour les enrichissements et les cultures de 

souches pures. Le milieu de base utilisé est le BCYT (Tableau XVIII). Selon 

les expériences ce dernier subit des modifications ainsi : 

2.1. Pour Ie cm/P 

La modification a été faite sur la solution réductrice àont on a 

éliminé la cystéine, la réduction du milieu a été faite par Naos, 9Ha0 (12, 

5 g/l). 



2.2. pour les e s s e  Na . K . W * 4. + 

Tous les composés qui apportent les trois éléments ont été élimines du 

milieu de base et rajoutés lors de la préparation du milieu selon les 

concentrations désirées. 

Le tampon carbonate a été réalisé au moyen de carbonate de lithium (1, 

48 g/l) pour pH : 7. La solution réductrice contient de la cystéine - Hcl 
(12,5 g/l). Les concentrations initiales en substrats sont pécisées dans le 

texte. 

AprPs préparation, le milieu est porté à ébullition pour éliminer 

l'oxygène dissous puis refroidi et maintenu à 35 OC sous courant gazeux Na' 

CO2 (85-15 SI. La quantité nécessaire de bicarbonate est ajoutée suivant le 

pH et la température d'incubation désirés. 

Lorsque le tampon HEPES [acide 4-(2hydroxyéthyl) - 1 piperazine 

6tkanosulfonique] est utilisé, le pH est ajusté à 6 avec de la soude (dans 

les essais Na', K', Mg", la soude est remplacée par lrhydroxyde de 

lithium) aprPs on ajoute le tampon carbonate. Le milieu est distribué dans 

des flacons sous courant gazeux (N2-COa). Ceux-ci sont obturés par des 

bouchons butyl sertis avec une capsule en aluminium. Les milieux sont 

stérilisés pendant 20 minutes à 115 OC et conservés à température ambiante. 



Tableau XVIIL. Composition du milieu de base (BCYT) pour la culture de 

bactéries méthanoggnes. 

Pour un volume final de 1 litre : 

Solution macro-minérale : 50 ml ; trace minérale : 10 ml . 
Solution de vitamine : 10 ml ; NH4cl : 1 g ; yeast extract : 0,5 g 

trypticase : 0,5 g ; 

Solution resazurine (0,2 %) : 1 ml ; KH CO, (pH : 7 ; pour 15 % CO 

dans le gaz) 2,1 g. 

La solytion macro minérale contient en ~ / 1  : 

Acide nitrilotriacétique (titriplex 1) : 12,8 ; Fe cl3-6Ha0 : 1,35 ; 

Mnclo-4HÎ0 : 0,1 ; COcll-6H20 : 0,024 ; Cac12-2H20 : 0,1 ; Zncï2 : O,1 ; 

Cuc12-2Ha0 : 0,025 ; HaBo, : 0,01 ; Nao Mo 04-2Ha0 : 0,024 ; Nacl : 1 ; 

Nic12-6Ho0 : 0,12 ; Naa Se OS-5Ha0 : 0,026 ; 

L'acide nitrilotriacétique est dissous en premier dans 200 ml d'eau et 

le pH est ajuste a 6,s avec KOH. 

D (+)  biotine : 2 ; acide folique : 2 ; pyridoxine - Hcl : 10 ; 
riboflavine : 5 ; acide nicotinique : 5 ; thiamine - Hcl : 5 ; D ( + )  

l 

panthothénate de calcium : 5 ; vitamine BI2 : 0,1 ; acide P. aminobentoique 
1 

, : 5 ; acide DL-a-lipoique : 5. 
l 

3.1. Twmciue du nombre le plus vrobablg (MPN) 

Les boues de digesteurs sur lesquelles sont réalisées les numhrations 

sont homogén4isées ou "polytronn durant 5 mn sous courant d'azote. Les I 



boues sont ensuite diiuées seriellement en milieux iiquides, en conditions 

stériles. Trois flacons sont inoculés pour chaque niveau de dilution et 

pour chaque substrat. Après incubation et évaluation ae la croissance, les 

résultats sont exprimés en fonction des tables statistiques de DEMAN (1975). 

3.2. N mération apres c oloration par 1 ne or- lacridi 

Après des dilutions serielles (-1, -2, -31, un volume du tube (-3) est 

dilué au 1/10e (0,2 ml dans 1,8 ml d'eau distillée), le même volume est 

pris dans 0'2 ml d'acridine orange, on laisse agir 1 à 2 mn, après on 

filtre le tout sous vide sur une membrane nucléopore 0,2 p qui a subi un 

traitement avec une solution de noir irgalan pendant 24 heures et on rince 

à l'eau distillée. La membrane est déposée sur lame avec une goutte d'huile 

à immersion puis on met la lamelle. Le comptage est réalisé a l'aide d'un 

microscope 3 dpifluorescence. Le nombre de bactéries par ml est exprimé 

grke lrdquation suivante : 

N/ml = n x 89,54 x IO4 x f avec n moy = nombre moyen de bactéries 
comptées sur la diagonale du 

réticule (grille) ; 

f = facteur de dilution. 

4. Observations microsco~isues 

Les observations microscopiques a l'état frais sont réalisées avec un 

microscope Nachet NS 400 équipé d'un contraste interférentiel. La 

fluorescence du F 420 des bactéries methanogènes est observée en épi- 

illunination (ultra violet). Les observations en microscopie électronique a 

balayage sont faites après fixation des échantillons selon la technique 

utilisée par VERRIER (1984) sur un microscope à balayage JEOL ; JSM 35 CF. 



Les essais de fermentation méthanique sont réalisés en fermenteurs de 

laboratoire de 0,5 , 1 et 16 litres. Lfhomogénéisation du milieu est 

assurée par un systPme d'agitation mécanique a pales en U dont la vitesse 
est variable. La régulation de température est obtenue par circulation 

d'eau chaude dans un serpentin en inox. Le volume de gaz produit est mesuré 

en continu par un compteur totaliseur Schlumberger ou bien un compteur à 

impulsions (MOLETTA et ALABAGNAC 1 9 8 2 ) .  

Pour les pilotes de 0,5 et de 1 litre, l'agitation est assurée par un 

barreau aimanté. Les pilotes ont une double paroi qui permet la circulation 

de l'eau thermostatée 3 35 OC. 

La fermentation est réalisée selon le procédé mono-étape infiniment 

mélangé sans recyclage de la biomasse. L'alimentation est continue, la 

température est régulée 3 35 2 0,5 O C ,  le débit moyen de l'alimentation est 

de 1,2 1/J, la charge volumique est de 1,69 g DCO/l/j et le temps de séjour 

hydraulique de 13 j ce qui correspond à un taux de dilution de 0,08 j''. 

Pour le demamage, le pilote est rempli de boue de digesteur 

industriel provenant de la station d'épuration sucrière de Thmeries, la 

population microbienne est adaptée à la dégradation des acides gras 

volatiles. 

3. Substrats 

Le pilote est alimenté par un substrat synthétique, solution dont la 

composition est : 

- acide ac4tique 5 g/l 

- acide propionique 5 g/ 1 

- Acide butyrique 5 g/ 1 



Le pH final est ajusté 5 par addition de soude. Les proportions des 

différents composés ont été calculées de façon 3 avoir un rapport C/N/P de 

100/5/1. Pour le rapport C/N/P/ de 100/0,7/1 le NH4 Cl a été éliminé de la 

solution. Lors des suivis faits avec les pilotes de 1 litre, la source de 

carbone était essentiellement de l'acide acétique 15 g/l. 

de fermentat ion 4. Wlans 

Le suivi de la fermentation est réalisé .3 partir des bilans gaz, 

bilans matibres et la stabilité du systPme qui est estimée principalement 3 

partir de la concentration en acides gras volatiles résiduels et du pH. 



RESUL TATS EXPaRItiENTKJX 

* - 1 . periode du 29/01 A985 à 25/04/1985 Rapport C/N = 20 ( 100/5/1) 

Rapport C/N/P = 100/5/1 

Le réacteur utilisé est un chémostat analogue à celui de la Figure 1 ,  

qui passede un volume utile de 16 litres, son ensemencement a été réalisé 

au moyen de boues de digesteur traitant des eaux de bassin de sucrerie. 

Elles sont adaptées a la dégradation des acides gras volatils. Leurs carac- 
téristiques physicc-chimiques sont résumées dans le Tableau ci-dessous : 

MST 107 €3/kg 

MVT 2 7 , 5  g/kg 

AGV résiduel < mg/ 1 

Km 2 . 9  g/l 

NHA-N 945 mg/l 

PH 6,95 

Activité spécifique 96,5 ml CHo/g MV/J. 

Le pilote a été alimenté en continu par un substrat synthétique, dont 

la composition est citée aans le chapitre "Matériels et Méthodesw. 

1.2. Résultats 

Lors du démarrage, la charge volumique appliquée était de 0.85 g DCO 

par litre et par jour, ce qui correspond a un temps de séjour hydraulique 
de 26 jours. Après une semaine on a doublé la charge (1,69 g DCO/l/j) en 

agissant sur le débit dTalimentation. Le Tableau I montre les parametres de 

fonctionnement du digesteur. 

Au cours de l'essai il y a eu évolution ae certains paramètres ; on 

observe une diminution puis une stabilisation des paramètres suivants : 





MVES, NTK et NH4. Leurs valeurs respectives 3 l'équilibre sont : 

MES 2.4 g/l 

MVES 1.08 g/l 

NTK 410 aig/l 

NHI-N 350 mg/l 

PH =: 8 

AGV = O 

Il faut noter que le pH légèrement alcalin n'a pas perturbé 

sensiblement la méthanogén&se. Par ailleurs la vitesse de dégradation des 

différents acides gras volatils par les bactéries n'a pas été variée 

pendant toute la période de fonctionnement. Les valeurs mesurées sont de : 

281 mg/l/h pour l'acide acétique, 94 mg/l/h pour l'acide propionique et 150 

mg/l/h pour l'acide butyrique. Le suivi des cinétiques de dégradation des 

AGVs a été effectué dans un réacteur de 500 ml avec régulation du pH à 7 et 

de Pa température à 37 OC. La Figure 2 montre l'évolution de la dégradation 

des différents acides gras volatils et de la production de méthane. 

Le rendement en méthane était de 0,37 litre de mgthane par gramme de 

DCO, celui de la biomasse est de 0,041 g MVES/g DCO. Des valeurs similaires 

ont été obtenues à partir de la méthanisation d'un mélange d'acides gras 

volatils par Henze et al. (19831 et Chiu-Yue Lin et al. (1986). L'azote 

bactérien déterminé par différence entre l'azote total initial et l'azote 

ammoniacal résiduel correspond à 60 mg/l d'où un rendement de 2,74 mg 

d'azote bactérien produit par gramme de DCO dégradé. 

1.3. Observations microsco~iaues et c o m n t a i r ~  

Les observations microscopiques, en contraste interférentiel et 

microcope électronique à balayage durant la période de méthanisation 

révslent une population mixte de deux espèces : 

* la prédominante se présente sous forme de filaments annelés composés 

de cellules de quelques um de long et d'environ 0,5 21 1 Pm de diamètre. La 

structure de la surface, et les septa caractéristiques permettent de 

l'identifier avec une bactérie méthanogène acétoclaste, Meth- 



Fig (3;3bis) Aspect de la population mixte à l'état stationnaire 
de La première période 

Al~ethanothrix soehngenii 

B/ ~ a r c  ine 



-3 M E S  

c M V E â  

Fig  4 Evolution des  matières en suspension e t  masières v o l a t i l e s  
en suspension l o r s  de la deuxième période (rapport c /~=l4Q)  



2. P Griode du 02/05/1985 au 20/09/198& Rapport C/N = 140 

Rapport C/N/P = 100/0,7/1 

Lors de cet essai, aucun paramètre n'a ét4 modifié, sauf la 

concentration en azote qui a passé de 354 à 54 mg/l. Parmi les deux sources 

d'azote (NH4I1 So4 et NH4 Cl, ce dernier a été éliminé. Le changement du 

rapport C/N/P/ a été réalis6 en une seule fois en aiimentant le réacteur 

avec le nouvel effluent. 

Les Figures 4 et 5 montrent l'évoluiton des matières en supension 

(MES), des matiPres volatiles en suspension (MVES), de l'azote total 

Kjeldahl (NTK) et azote ammoniacal (NH4-N) durant la période de l'essai, la 

méthanisation était stable, les teneurs en méthane et gaz carbonique 

étaient presque les m4mes qu'auparavant ; les proportions respectives sont 

60 3 65 % et 40 35 %. 

A partir du 73e jour, la production du biogaz a diminué. Les acides 

gras volatils commencent a apparaître dans le milieu, le pH diminue 

progressivement jusquTà 5. Les Figures 6 et 7 montrent l'évolution de la 

production du biogaz et celle des AGVs. En cet état, les concentrations 

respectives en acide acétique, propionique et butyrique étaient de 1,65 ; 

1 ,  4 et0,9 g/l. L'alimentation du pilote a été arretée et son contenu a été 

neutralisé en ajoutqnt de la soude ; 30 jours après, l'acide acétique et 

butyrique ont disparu du milieu et le propionique résiduel était à 1 g/l. 

Le Tableau III montre le bilan des différents paramètres au 73e jour. 

Le rendement en biomasse est de 0,018 g MVES/g DCO. L'azote bactérien 

était de 23 mg/l d'où un rendement de 1,05 g r m e  d'azote assimiié par 

gramme de DCO dégradé. Avant la déstabilisation du processus, un bilan de 

carbone moyen établi sur 24 heures met en évidence (Tableau IV) que : 

- le rendement de conversion du carbone en méthane est de 49 % ; 

- le gaz carbonique gazeux représente 27 %, tandis que le carbone 

mineral (bicarbonate) équivaut 3 3 % ; 



F i g  2 Cinétique de dégradation d'un mélange d'acides gras volatils 
par une population mixte adaptée en continu;PH=7;35OC 
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* des bactéries coccoïdes d'environ 1 Pm de diamètre, la morphologie 

caractéristique de leurs aggrégats et leur fluorescence en U. V. laisse 

penser qu'il s'agit de Hethano-ina. 

1 
A côté de ces deux dernieres, il y avait d'autres espPces (bacilles, 

coques mobiles). Les Figures 3 et 3 bis montrent la morphologie et 

l'abondance des deux espPces méthanogènes présentes dans la population 

bactérienne présente dans le fermenteur 3 l'état d'équilibre. 

- (MPN) sur 1a flore du dinitatglgr 1 .4 .  p6nombr-t bacterlen 

(Tableau II 

Des dénombrements bactériens ont été réalisPs sur la flore du 

digesteur en mésophilie, adaptée A la ddgraàation des acides gras volatils. 

AprPs 40 jours d'adaptation, c'est-a-dire très près de l'état d'équilibre, 

les substrats testés permettent d'évaluer les différentes populations 

mdthanogènes hydrogénophiles (Ha/COn, formate) et acétoclastes. Les 

matières volatiles en suspension dans l'échantillon analysé étaient de 1,08 

g/l . 

Les méthanogènes hydrogénophiles sont significativement représentés 

dans le fermenteur, les utilisatrices dVhydrog&ne dominantes sont des 

bactéries sous forme de bacilles qui fluorescent en U.V. sur Ha/COo et à 

partir de la dilution 10-5 jusqu'à. 10-6 on observe des sarcines. 

Les méthanogènes acétoclastes observées sont de deux types, des 

l filaments courts parfois long5 cloisonn6s. Ces dernières appartiennent aux 

bactéries du genre Methanothrix. Accompagnant les yethanothrix, il y a des 
l 

I bactéries en amas, fluorescant en U.V. appartenant au genre Sarcine. Ces 

dernières dominent dans les milieux de ddnombrement, contrairement à ce qui 

1 se passe dans le digesteur, c'est les Méthanotrix qui prédominent. 



-- - 

1 c a n e  skiérai 



Evolucion de l'azote tocal Kjeldahl e t  azote aumoniacal 
lors de la deuxième période 



Fig 6 Evolurion des AGVs résiduéls au cours de la deuxième 
période 



- le carbone organique résiduel (AGVs résiduels et biomasse) 

représentent 1 5,8 X . 

2.2. Observations rnicroscoPiuuez 

Lors de cette période des modifications ont été observées au niveau de 

la microflore. Contrairement aux observations faites lors de la première 

période, ce sont les sarcines qui dominent, les filaments qui correspondent 

2i flethanothrix soehnngnia ont presque disparu. La Figure 8 montre l'état 

des bactéries et leurs abondances prises au 54e jour du deuxikme essai. 

2.3. W r e m e n t  bactérien (MPN) sur la flore du diaeçteur - 
(Tableau V ) .  

2.3.1 . w e  f ermentat ive 

Les observations microscopiques révèlent la présence de coques, 

bacilles, vibrions. L'analyse des acides gras volatils montrent que le 

glucose a été dégradé en acétate, propionate, butyrate, jusqula la dilution 

IOms,  au-del3 le dosage montre qu'il y a du lactate. 

Les méthanogènes hydrogénophiles sont mieux représentées que les 

autres bactéries, on dénombre dans l'écosystème 9.10' bact/ml sur Ha/COs 

et 2.107 bact/ml sur formate. Les résultats du dénombrement des espèces 

hydrogénophiles ne sont pas significativement différents sur Hs/COa et 

formate. Par ailleurs, la morphologie ae ces microorganismes observée en 

épifluorescence U.V. permettent de penser qu'il s'agit avec une très forte 

terium f - - 
probabilité de Methanobac ormic leum. 

l 
l Les méthanogènes acétoclastes sont présentés en genre et en nombre dde 
i 

la même façon que la numération effectuée sur la première période. On 

rencontre des amas dominants, morphologiquement semblables à Bethanosarcina 

pazei. En plus on observe des filaments cloisonés qui correspondent à 

Methanothrix soehnn@nlz. 
. - 





Fig 8 Aspect de la flore Lors de la deuxième période 
A /  Amas de sarcines engluées dans une gaine - 
8 / Methanoehrix soehngenii 



Le nombre de bactéries de dépadatrice de propionate et de butyrate, 

par ml de milieu, montre bien la présence assez importante d'une ou des 

flores syntrophes obligées associées aux m6thanogènes. Cela paraft normal 

car dans le substrat on trouve corne source de carbone le propionate, le 

butyrate et l'acétate. Avec le propionate, on observe surtout des bacilles, 

des coques et des vibrions. Avec le butyrate, les examens microscopiques 

r6vèlent les mêmes bactéries qu'on rencontre sur le propionate. 

L'analyse des AGV montre la production d'acétate jusqu'à la dilution 

IO-& sur propionate et butyrate. 

En absence de sulfate, les bactéries acétogenes syntrophes produisent 

de l'hydrogène qui est en permanence consommé par les méthanogènes 

hydrogénophiles. Par contre, en présence de sulfate, Les AGVs sont utilisPs 

par les sulfato-réductrices avec production de sulfure. 

Les numérations montrent que les sulfato-réductrices capables d'oxyder 

partiellement les AGVs sont 10 à 100 fois moins nombreuses que les 

acétogènes productrices obligées d'hydrogène. Les observations 

microscopiques sur les tubes de dénombrement montrent ia présence de l 

vibrions qui sont très dominants et des bacilles morphologiquement 

semblables à ceux observés sur propionate et butyrate seuls. 

2.4. (Tableau VI) 

1 Au cours des deux essais, deux constantes interdépendantes ont diminue 

de moitié en fonction de la concentration en azote. Ce sont : ie rendement 
1 

I en biomasse et la quantité d'azote assimilée par gramme de DCO; Certes, le 
1 

résultat peut être dQ à un effet de dilution du contenu du digesteur, mais 

d'après les analyses microscopiques, on constate un changement de 

lTinoculum qui contenait deux espèces de bactéries méthanogènes identifiées 

comme acétoclastes, dont l'une ayant une forme filamenteuse est presque 

absente après le deuxième essai. Ceci prouve bien que le rapport 140 n'est 



Azote bactérien 

!flV sur acétate 

C/I = 20 
70e jour 

- -  - - 

0,041 ma IIVES/g DCO 

2,74 mg 1 bact./# DCO 

C/I : 140 
Y3e jour 



pas favorable pour la culture de cette dernière en chémostat sachant 

qu'elle était llesp&ce la plus dominante et physiologiquement la plus 

exigeante. La presence des acides gras volatils r4siduels et en particulier 

d'acétate peut également expliquer la prédominance des formes sarcines par 

rapport aux formes filamenteuses. Cela est dû à leur constante d'affinité 

vis-à-vis de l'acétate qui est très faible pour les formes Sarcines ( 5  à 10 

mM/l) et dont le taux de croissance est Plev6 (temps de doublement 36 à 75 

heures) (MAN, 1980 ; SMITH et al., 1980 ; TOUZEL et al., 1983). 

Contrairement aux formes filamenteuses qui ont une grande affinité pour 

l'acétate (0 ,7  a 1 mM) mais un taux de croissance faible (temps de 

doublement 3 a 9 jours) (HUÇER et al., 1982 ; TOUZEL et al., 1984). 
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II. INFLUENCE DU C/N/P çvR üXE POPULATION HIXTE 
1 
1 

l 

Les substrats utilisés sont des solutions synthétiques dont les 

compositions sont présentées sur le Tableau VI1 et qui sont stock& à + 4 O C .  

Au début de l'expérience, la source du carbone était wi mélange d'acides 

gras volatils (acide acétique, propionique et butyrique) 5 g/l de chaque. 

Après 55 jours, la source en carbone était essentiellement de l'acide 

acétique 15 g/1 pour obtenir un enrichissement d'une population méthanogene 

ac4toclaste sur le substrat qui provient d'une installation d16puration 

industrielle et qui est adapt6e à dégrader les AGVs. 

, Ce sont des effluents provenant d'une installation d'épuration 
d'industrie sucriPre, adaptés à la degradation des AGVs. Les 

l 

caractéristiques physico-chimiques sont : 

MES 21 ,25 g/l déterminé par filtration 

MVES 5,312 (25 %) 

NTK 739 mg11 

NHA-N 151 mg/1 

AGVs résiduels - 
PH 798 

Les quatre digeste- monoétapes sont de type infiniment mélangé 

tchhstat) (Fia. 9 ) ,  leur volume utile est de 1 litre. Ils sont alimentés 

en continu grCIce 3 une pompe Gilson reliée à un programmeur, le débit est 

de 76 ml par jour correspondant a une charge volumique de 1,14 g d'acide 

acétique par litre et par jour. Le temps de séjour hydraulique est de 13 

jours, ce qui correspond a un taux de dilution de 0;07 j-', cette valeur 

est limite pour dégrader toute la charge. Les productions de gaz des 





différents réacteurs sont mesur4es par un compteur à impulsions. Le tout a 

été installé dans une chambre thermostatée a 35 O C .  

LfE;volution de certains paramgtres (MES, MVES, NTK, W.-N) sont 

présentgs sur les Figures 10 a et b et 1 1 .  

Pour un temps de séjour hydraulique de 13 jours, la fermentation est 

stable, le pH se stabilise spontanément près de la neutralité et la 

concentration en AGV résiduels est négligeable. Le passage a un TSH de 10 

jours déstabilise le processus. JusquTau 70e jour, la production du biogaz 

&tait presque la même dans les quatre réacteurs (Fig. 12) avec des teneurs 

en méthane et gaz carbonique qui sont trés voisines. Le Tableau VI11 

représente un bilan pendant la phase stationnaire, 4tat estime atteint 

après 70 jours de fonctionnement. 

D'après le Tableau VIII, on constate que le premier fermenteur qui a 

commencé à accumuler les AGV est celui dont la concentration en MES est 

égale à 0,s g/l. Cela s'est traduit par une diminution de production au 

biogaz progressive et une accumulation d'acétate de 2,18 g/l ; au 120e jour 1 

le pH atteint est de 6. 

En ce qui concerne les fermenteurs II et III llaecumulation de 

l'acétate a commencé quand ces derniers ont atteint la concentration en MES 

de 0,6 g/l. Le fermenteur no IV etait ie dernier dont la méthanogénèse 

s'est dêstabilisée. Par contre, c'est le fermenteur qui a été le plus 

sensible 2i une augmentation de charge. La valeur des MES (1,s g/l) est 

élevée par rapport 2 celle qu'on devait obtenir normalement. Cela est dû 

aux problemes techniques qui se sont produits et qui ont causé des vidanges 

du digesteur, l'effluent &ait remis dans le fermenteur pour avoir un litre 

d'inoculum permettant de travailler dans les mêmes conditions. 

Pendant la p4riode de fonctionnement stabie, les rendements en méthane 

dans les quatre digesteurs étaient les mêmes. Cependant celui de la 

biomasse diffère d'un réacteur à l'autre, il est le mtme dans le 1 et le 



F i g  10A Evolution de l'azote amnoniacal dans les quatre chémostats 
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1 

l 
III, par contre au niveau du réateur II, il y a une diminution du rendement 

l de 20 t. Concernant celui de réacteur IV, il devrait être égal a celui du 
II, cette augmentation peut être due à l'apport d'inoculum après les 

1 

vidanges. Après accumulation d'AGV dans les quatres fermenteurs, on a passé 

en batch. La vitesse de conversion de l'acide acétique a diminué de moitié ; 

elle est passée de 1,14 gramme par jour à 0,67 gramme par jour (Fig. 13). 

Des observations microscopiques ont ét4 faits au cours de l'expérience. 

Au démarrage, la population était hgtérogène, il y avait des sarcines 

fluorescant en U.V.. Il s'agit probablement de y e t h n o n o s a r c i ~ ~  ; à 

c8t4 on observait des filaments très abondants dont ia morphologie 
. . 

ressemble à celle de ethanothrix soehnsrenia. 

Au cours du temps, on a assisté 3 une disparition relative aes 

filaments méthanogènes dans les fermenteurs, le II et IV qui, en fin 

d'essai, renferment essentiellement des bacilles. 

En d6pit de ces observations, on peut tirer trois remarques : 

* Avec le milieu de culture utilisé, le déséquilibre de la 

fermentation observée lorsque le temps de séjour hydraulique est inférieur 

a 13 jours indique clairement que cette valeur est le temps de doublement 

maximal des méthanog&nes utilisatrices d'acétate. 

* Pour un écosystème naturel dont la population mixte est constituée 

essentiellement de Methanothriy, quand la concentration en acide acétique 

est limitante, le rapport C/N le plus favorable est de 20. Cette valeur 

permet le maintien et la croissance de cette bactgrie. Par contre, les 

rapports 20 et 140 sont suffisants pour permettre la croissance des 

sarc ines. 

* enfin, la proportion du phosphore de 0,1 t par rapport au carbone 

paraît suffisante pour la croissance des deux bactéries. 



Fig 13 Cinétique de dégradation de l'acide acétique aprés passage en discintinu 
dans les quatre chémostatç 



Les résultats obtenus 3 partir de la fermentation méthanique d'un 

mélange d'acides gras volatils, acide acétique, propionique et butyrique, 5 

g/l de chaque, ou de l'acide acétique seul 15 g/l, par une population mixte 

montrent que la stabilité de llécosyst&me et du processus dépendent 

entièrement de la concentration en azote présente dans le milieu. Ainsi 

pour les différents rapports étudiés (20 et 1401, on constate une variation 

de certains parametres physico-chimiques et cinétiques. 

Parmi les paramètres physico-chimiques, une faible teneur en 

ammoniauqe induit un pouvoir tampon du milieu de fermentation extr@mment 

réduit et le pH baisse rapidement à la moindre accumulation dlAGV. Ainsi 

pour des concentration en azote de 354 et 54 mg/l les valeurs respectives 

du pH final sont 8 et 5. Cette diminution du pH est due à une accumulation 

d'acides gras volatils d'où un arrêt ou un ralentissement de la 

méthanogénèse. Par contre, quand la source de carbone était essentiellement 

de l'acétate de sodium, on assiste à une accumulation de ce dernier, mais 

le pH n'a pas fluctué (7,l-7,4) et la méthanogénèse avait toujours lieu 

avec presque le même rendement en biogaz. Ce phénomène peut Gtre expliqué 

par la dynamique de digestion anaérobie de l'acide acétique qui dépend de 

son équilibre entre la forme ionisee. et non ionisée. Dans le milieu, quand 

l'équilibre est déplacé vers la forme non ionisée, il y a accumulation 

dlAGVs et chute du pH (MOLETTA et al., 1986). 

Parmi les paramPtres cinétiques, ceux qui ont varié d'une façon 

sensible sont la production de biomasse et l'incorporation d'azote dans les 

bactéries. Cela est vrai 3 partir d'un mélange dlAGV ou d'acétate seul. Les 

rendements de biomasse passent de 0,04 0,02 g MVES/g DCO pour les 

rapports respectifs 20 et 140. 

La quantité d'azote incorporée dans la biomasse bactérienne diminue 

elle aussi de moitié lors des différents essais. Cependant les valeurs de 

l'azote bactérien quand la source de carbone est un mélange dlAGVs sont 

plus élevées que celles trouvées lorsque le substrat carboné est uniquement 

d'acide acétique. Elles sont respectivement de 60 21 42 mg/l pour le rapport 



20 et de 23 à 28 pour le rapport 140. Cette différence s'explique par la 

présence de bactéries acétogènes et méthanogènes hydrog4nophiles qui sont 

présentes quand on méthanise un mélange dlAGV et absentes lorsque le 

substrat est de l'acide acétique seul. 

En plus de ces différences, s'ajoute la dynamique des populations qui 

semble régie par l'apport ou la suppression de l'azote. En ce qui concerne 

les méthanogsnes acétoclastes, les analyses microscopiques de l'inoculum 

mettent en évidence deux espPces bactériennes, l'une ayant une forme 

filamenteuse, l'autre une sarcine. D'après les expériences, la prédominance 

en fin d'essai de l'une ou de l'autre, dépend de la concentration en azote. 

Ainsi avec le rapport 20 on observe les deux espèces avec une pr4dominance 

des formes filamenteuses. Par contre,avec le rapport 140, ce sont les 

sarcines qui se développent préférentiellement et les formes filamenteuses 

disparaissent progressivement. 

Cependant, au cours des phases stationnaires, ni le nombre des 

bactéries acétoclastes par ml, ni le rendement en méthane n'ont été affecté 

par les rapports C/N étudiés. 

En ce qui concerne l'effet du phosphore, deux concentrations ont été 

étudiées, 1 et 0,1 % par rapport au carbone. En comparant les croissances 

obtenues dans les deux chémostats (1 et III) on constate que les deux 

concentrations ne donnent pas de résultats significativement différents. La 

proportion de 0,1 % du phosphore par rapport au carbone est suffisante pour 

satisfaire les besoins nutritionnels des bactéries lors de la méthanisation 

de l'acide acétique. Autrement dit, les deux bactéries acétoclastes 

concernees ne sont pas exigeantes vis-à-vis du phosphore, ou bien elles 

disposent de réserves qu'elles utilisent quand elles sont cultivées avec un 

milieu limitant en phosphore. 

En conclusion, la vitesse de dégradation intrinsèque de chaque 

substrat est en fonction de sa nature et de sa composition chimique. Parmi 

les éléments nutritifs indispensables, l'azote constitue un élément 

essentiel pour le maintien des bactéries et sous sa forme ammoniacale 

contribue au pouvoir tampon du milieu qu'il faut contrôler. Cependant les 



besoins en azote varient selon la concentration de la matière organique 

volatile, plus celle-ci est élevée, plus l'apport en azote doit être 

important. 

Selon le mode de conduite du réacteur de méthanisation, on observe un 

équilibre différent entre les populations méthanogènes acétoclastes. Ainsi 

lorsque l'on cherche 3 maximiser le rendement de dégradation du substrat, 

cela nécessite une élimination aussi complète que possible de l'acétate 

dans le milieu et cela induit le développement du microorganisme qui 

possede la meilleure affinité pour ce substrat (Hethanothrix). Ce sont les 

formes filamenteuses qui doivent être prédominantes ; nos résultats 

indiquent que des rapports C/N trop élevés peuvent induire un effet négatif 

sur la croissance de ce microorganisme. 

Par contre, si l'on cherche la productivité spécifique des réacteurs, 

il est indispensable de maintenir une quantité élevée d'acétate résiduel. 

Dans ce cas, ces derniers assurent leur rôle même dans des milieux où le 

rapport C/N est élevé, tant que l'on maintient le pH aux alentours de la 

neutralité. 



A partir de la population mixte acétoclaste enrichie, obtenue après 

les essais de l'influence du rapport C/N/P, des essais en discontinu ont 

été faits pour étudier l'influence d'autres substances antibiotiques, 

sulfate, extrait de levure. Nous nous sommes intéressés à l'influence de 

ces paramètres sur la production du biogaz, le taux de croissance et le 

rendement de la biomasse bactérienne. Deux séries d'essais ont été r6alisés 

avec des rapports C/N de 20 et de 140. 

* - 
1. protocole ex~erimentga 

Les essais ont été effectués dans des flacons de 500 ml contenant 100 

ml du milieu BCYT. Ce dernier a subi les modifications indiquées plus haut 

pour avoir les rapports C/N désirés. 

Les milieux ont été distribués sous N=/COa (85/15), tamponés par 

, 1'HEPES 80 mM, aprPa autoclavage, ils ont été réduits avec Nan S (2% v/v) 

et incoulés avec 5 X v/v par la population acétoclaste. 

La source de carbone ajoutée dans les différents milieux était 

l'acétate de sodium à la concentration finale de 80 M. Les concentrations 

en azote des différents milieux sont 16,8 ; 7 et 1 mM de NHI Cl. 

2. Résultats 

Pendant quinze jours de suivi, les bilans des différents essais ont 

été faits à partir d'analyses du biogaz. La croissance bactérienne a été 

estimée 21 partir des courbes de production de méthane en supposant une 

activité méthanoggne proportionnelle à la croissance bactérienne. Le tracé 

des courbes en coordonnées semi-logarithmiques donne une représentation 

linéaire dont la pente est utilisée pour calculer les taux de croissance. 
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2.1. Effet du sulfate (Tableau IX et Figure 14) 

L'apport de 5 mM de sulfate saus forme de Nan So4 semble n'avoir aucun 

effet sur la production du méthane ni sur le rendement de production de la 

biomasse. Par contre, on remarque qu'il y a une légkre augmentation du 

temps de doublement (4 heures, soit 1 1  %).  Cette valeur n'est probablement 

pas significative car elle est du même ordre de grandeur que la dispersion 

sur la mesure. 

2.2. =et de la vancornveine (Figure 15) 

L'ajout de 200 mg/l de vancomycine n'a pas influence le taux de 

croissance ni le rendement de production de biomasse. Cependant, si on 

compare les deux courbes de production de méthane sur BCYT additionné ou 

dépourvu d'antibiotique, on constate que le démarrage de la méthanogénese 

est plus rapide sur le dernier milieu ( 3  jours contre 5 jours). Cette 

différence peut être due à l'influence de la taille de llinoculum, car il 

est difficile de prélever de facon reproductible 3 la seringue des 

populations bactkriennes qui ont une tendance naturelle à la formation 

dlagrdgats. 

2.3. Hfet de llextr&t de levure (Figure 16) 

L'apport de 0.1 % d'extrait de levure stimule la production de méthane. 

Cette stimulation de l'activité bactérienne est due aux facteurs de 

croissance tels que : acides aminés, vitamines, acides gras ramifiés ..., 
contenus dans l'extrait de levure (VAN DEN BERG et al., 1977). 

3. ~ r g s c o ~ i o r > i a  (Figures 17, a et b) 

L'analyse microscopique de lrinoculum révélait qu'il y avait deux 

especes de bactéries dominantes qui sont des coques dispersés et des 

batonnets identifies de facon présomptive 2i W o b a c t e r i y l l ~ .  On retrouve 

également d'autres types morphologiques non fluorescents. En fin d'essai, 

on peut voir dans tous les flacons des sarcines groupées en amas qui 

fluorescent en U.V. et visibles 2i l'oeil nu qui sont morphologiquement 



Vaitlmr & queique paraLtses cinitiques des différa& essais cl% baddi. 



Fig 15 Méthanisation en batch avec un rapport CIN=6,6(BCYT) plus 
- 

anci-biotique(20Onig/l) 



identiques A p l e t h ~ o c o r ~ ~ ~ ~ m a z e i ,  souche Mc3 (TOUZEL et al., 1983). 

L1obsesvation en fin de culture du contenu des flacons relatifs aux 

essais contenant de l'antibiotique, montre qu'il y a peu de contaminants. 

Statistiquement on observe moins d'une bactérie par champ, c'est-A-dire 

moins de 10. contaminants/ml. 
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Fig 16 Méthanisation en batch avec un rapport C/N=6,6(BCYT) 



Fig 17(a) Morphologie de lginoculun 

Fig 17(b) Morphologie de la population obtenue aprés aéthanisation 
en batch 

'ci 



I V .  

th~drouénophile) EN FED - BATCIL 

La concentration en formate du milieu d'alimentation est fixée à 10 

g/l. Un fermenteur dont le pH est régulé A 7 contient 450 ml de hues de 

digesteur adapt4es à la dégradation des acides gras volatils. 11 est 

alimenté avec un temps de séjour hydraulique de 13 jours. Au dgpart, les 

esphces dominantes sont des sarcines et des filaments, il s'agit de &. 

w e i  (Mca) et & soehnwenii. Après une période de trois mois d'adaptation 
de la population bactérienne avec une alimentation continue, le réacteur a 

conduit en semi-continu (Fed-batch) le transfert initial de lrinoculum qui 

a été réalisé dans des conditions anaérobies. La concentration en azote est 

le seul paramètre qui a été modifié en cours dressai. 

Les observations microscopiques pendant toute la pgriode de 

l'enrichissement ont révélé une disparition progressive de toutes les 

bactéries méthanogenes acétoclastes présentes dans I1inoculum du départ. 

Ces dernières ont ét4 remplacees par deux autres bactéries méthanogènes qui 

fluorescent en U.V. L'une, filamenteuse, ressemble morphologiquement à 

Mmnobacterium formicicum, 
. - 

espèce qui ne pousse pas sur acétate. L'autre 

se prgsente sous forme de batonnet et ressemble à fl-obrivibacter 
. - 

arbori~hilicus. Les figures 18 ta et b) montrent la morphologie des deux 

bactéries. A c6té de ces dernieres, on observe aussi des coques trPs 

mobiles. Ces organismes décrits ont été maintenus pendant toute la période 

oh l'alimentation contenait 345 mg par litre d'azote ammoniacal ( 5 4  mg/l 

sous forme (NH4I1 SOJ et 291 mg/i sous forme d1NH4 Cl). 



F'ig 18(a et b) Morphologie des deux bactéries hydrogénophiles obtenues 
aprés 3 mois d'adaptation sur formate 

6 IMethanobrivibact er arboriphi 1 icus 



A 1'8tat stationnaire, les valeurs de quelques paramètres figurent 

dans le Tableau suivant : 

MES 

MVES 

NTK 

NH*-N 

Rdt de biomasse 

Rdt d'azote bactérien 

Fortnate résiduel ." ." 

Dénombrement 21 l'acridine orange 

0,8 g/l 

62 % (0,434 g/l) 

385 mg/l 

357 mg/l 

0,14 g MVES/g DCO 

8,05 mg d V N  bact/g DCO 

O 

5 ioe bact/ml 

Lors du deuxième essai, l'alimentation ne contenait que 54 mg/l drNHo- 

N sous forme de (NH*In So4. Après 20 jours on'a assisté à un arrêt total de 

la production du méthane et une disparition de toutes les bactéries 

fluorescentes en U.V. qui ont été remplacées par des microorganismes qui 

ont des formes tres diff4rentes (coque, batonnet, spirale). Il s'ait 

probablement des sulfato-réductrices. Peu de paramètres ont changé lors de 

cet essai, si ce n'est que les MES qui ont passé de 0,8 3 0,6 g/l et le 

nombre de bactéries par ml qui est passé de 0.5 IOa à 2,2 IO*. 

La levée de l'ihnibition de la production de méthane et le retour 3 

l'état initial sont possibles, car après une réalimentation avec un milieu 

contenant 345 mg/l d1M.f4-N, on a retrouvé dans le réacteur les mêmes 

espèces utilisatrices de formate et l'on a restauré la production de 

méthane. 

On constate que la production de cellules et l'incorporation d'azote 

sont quatre fois plus élevé que celles des acétoclastes (FROSTEL, 1985; 

MOSEY, 1983 ; HENZE et al., 1983). Cela indique que les hydrogéno- philes 

ont plus besoin d'azote que les acétoclastes pour leur croissance. Dans les 

conditions de nos essais (10 g/l de formate), 345 mg/l d'azote ammoniacal 

sont amplement suffisants. Cependant, d'autres especes moins exigeantes en 

azote se sont maintenues dans le réacteur alimenté avec un milieu 

renfermant 54 1 d'ammonium. Par contre les méthanogknes sont incapables 

de se développer significativement dans de telles conditions. 



I 

I Une identification présomptive des microorganismes obtenus en présence 
l 

l de très faibles quantités d'azote pemet de penser qu'il s'agit des sulfato- 

réductrices (TOUZEL et SAMAIN -Communications personnelles). Par ailleurs, 
1 

des études menées par HOBSON et al. (1975) sur l'influence de l'azote 
. . 

ammoniacal sur l'activité de &thanobacteri~formicicum ont montr6 qu'a pH 

égal a 7.1 et pour une concentration de 2471 mg/l d'azote ammoniacal, 

l'inhibition de production du méthane par cette souche est partielle et 

qu'elle est totale à partir de 3294 mg/l. 

En conclusion, il est souhaitable, même obligatoire que la 

concentration en azote soit supérieure ou égale à 350 mg/l d'azote 

ammoniacal pour maintenir dans les méthaniseurs des bactéries méthanogènes 

hydrogénophiles. De telles conditions sont également favorables à la 

croissance de fl- qui est lvutilisatrice d'acétate dont on doit 

privilggier le d4veloppment. 



V. TNFLWENCE DE L'AZOTE SUR LA C R O W E  DE DEUX CULTURES P W  : 

Quatre essais ont été Btudiés (C/N = 140 ; C/N = 20 ; C/N = 20 + YE et 

Trypticase ; BCYT). Le milieu de référence (BCYT) a un rapport C/N de 6,6 

et il est utilisé pour la croissance et le maintien en culture pure des 

méthanogènes. 

1 Les milieux préparés ont été réduits avec Naa S (2 % v/v) ensemencés 

par 2 % v/v d'une culture pure de M. poehnaenii qui a subi deux transferts 

sur des milieux 3 très faible teneur en azote (7  mM). Les incubations sont 

réalisées à 37 O C .  et le bilan du suivi a été réalisé à partir de l'analyse 

du gaz produit. 

1.1. B g 3 -  [Tableau X, Figure 19 (a et b)l 

Les meilleures croissances ont été obtenues sur BCYT en ce qui 

concerne la croissance et la production du méthane par la croissance et la 

production du méthane par Methanothrix, la concentration en azote dans cet 

essai est de 1 6 , 8 '  mM. Par ailleurs, la production du méthane diminue avec 

la concentration en azote. Pour une concentration de 7 mM même en présence 

d'extrait de levure et det trypticase, la production en méthane diminue de' 

40 % par rapport à celle obtenue sur le milieu de référence. En présence ae 

1 atM de chlorure d'ammonium aucune production de méthane n'a été observée. 

Si on compare les deux essais réalisés avec des rapports C/N de 20, 

l'apport d'extrait de levure et de trypticase ont un effet positif sur la 

production du méthane. 

D'après le Tableau X ,  on constate bien que la gamme des concentra- 

tions en azote testée n'affecte pas du tout le temps de doublement minimum 

de cette souche, calculé à partir des différentes productions du méthane. 

Par contre, la vitesse moyenne de conversion de l'acide acétique en méthane 
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1 

et celle de production du méthane sont tres influencées par la concentra- 

tion en azote présente dans le milieu. La Figure 19 ta) montre bien l'effet 

de l'azote sur la cinétique de production du méthane. 

Ainsi à partir de ces essais, on peut retenir que l'azote a une grande 

importance pour le maintien de la croissance et l'activité de Yethanothrix 

soehnlgnÿ, surtout que celle-ci est la bactérie acétoclaste majeure que 

l'on souhaite maintenir dans la plupart des digesteurs industriels traitant 

des effluents d'agro-alimentaire et des d6chets urbains. Par conséquent, le 

contrale du rapport C/N lors de la digestion anaérobie d'un substrat 

soluble ou solide est nécessaire pour un bon déroulement du processus 

d ' épuration. 

Enfin, les meilleurs croissances ont été observées en présence de 16,8 

mM dzammonium. Cette valeur qui est presque la même que celle rapportée par 

SPROTT et al. (1986)  ou PATTEL (1984). Ces auteurs soulignent qu'une 

activité et une croissance maximale nécessite de l'ordre de 20 mM d'NH. Cl. 

En plus, ils indiquent également que pour une croissance et une production 

de méthane maximales en discontinu, l'apport de l'extrait de levure a un 

effet trPs positif. 

2. c i n a  mami 
souche Mcl 

Le protocole expérimental et les rapports C/N sont les mêmes que ceux 
- - 

qui ont servi lors des essais avec Methanothrix soehmenii. 

2.1 . m l t a t s  [Tableau XI - Fig. 20 ta et b)l 

On constate une augmentation de la production de méthane au fur et à 

mesure que la concentration en azote dans le milieu augmente. Les temps de 

doublement calculés à partir de la phase exponentielle de la croissance 

dans les différents milieux sont moins parlant que la vitesse moyenne de 

production du méthane et de conversion de l'acide acétique (Figure 21). 

Cela est dû à la difficulté de prélever avec une seringue des granules dont 

la taille est voisine du mm. 





* BCYT 

= N+YT 

Fig 21 Cinétique de dégradation de l'acide acétique par M.mszei en 
fonction des différent rapport carbone/azote 



La présence de l'extrait de levure et de la trypticase ( à  0,5 X w/v) 

de chaque dans le milieu stimulent la croissance et la production du 

méthane. La vitesse de conversion de l'acide acétique en gramme par litre 

et par jour diminue en fonction des concentrations en azote étudiées. A 

partir de ces constatations, il est clair que l'apport d'azote dans le 

milieu de culture ainsi que l'extrait de levure sont bénéfiques pour la 

physiologie et la croissance des acétoclastes tels que E. mazei, souche McJ 
et contrairement à K. s-, il paraît que . gazcli est moins 

exigeante vis-3-vis de l'azote et que la concentration de 7 mM est 

suffisante pour son activité maximale. 

3. dic;cussion et conclusion part ie l l~  

En batch, les résultats des différents essais obtenus 3 partir d'une 

population quasiment acétoclaste et des cultures pures de piethanosàycing 

meizei. souche Mc3 et Methanothrix soehmenii, souche FE, confirment bien 

les résultats obtenus lors des essais en procéd4 monobtape infiniment 

mélangé. En plus, les études nous ont apporté d'autres renseignements sur 

l'évolution de certains paramètres en fonction de la concentration en azote. 

En ce qui concerne la population mixte acétoclaste, sa culture en 

discontinu, quelle que soit la concentration en azote, sélectionne 

préférentiellement des sarcines, les taux de croissance calculés a paritr 

de la production de méthane le confirment. Cette s6lection s'explique par 

les affinités differentes de ces deux organismes pour l'acétate. 

Cependant l'azote influence bien le taux de croissance, la production 

de méthane, la vitesse de conversion de l'acétate et le rendement de 

biomasse, que Ca soit en culture mixte ou en culture pure de mazei. 

L'apport des facteurs de croissance par l'extrait de levure stimule la 
. . 

production du méthane par cette souche. La culture pure de a. m e n  

discontinu révèle que le taux de croissance maximal de cette derniere n'est 

pas influencé par les concentrations en azote, tout au moins dans la gamme 

étudiée. 



Par contre, la vitesse moyenne de production de méthane, c'est-à-dire 

la quantité de substrat dégradée pendant la durée de l'incubation augmente 

avec la concentration en azote, Ceci est dû probablement à un meilleur 

pouvoir tampon du milieu en présence de concentrations élevées en NH4'. 

En batch, les croissances optimales des formes filamenteuses et des 

sarcines sont observées respectivement pour des concentrations en NH4 Cl 

supérieures a 1,6 ou 7 mM/l. 

Le but de nos études a été de déterminer les concentrations minimales 

compatibles avec une bonne activité des deux méthanogènes acétoclastes. 

Concernant les concentrations maximales inhibitrices, SPROTT et al. (1986) 

ont étudié l'effet de l'azote sur certaines souches pures. Parmi elles deux 

sont physiologiquement proches de nos microorganismes : Methanosarcina 

brkeri et Methanothrix concilii - .. . La production du méthane de cette 

dernière est inhibée avec 25 më4 dlNHp Cl, par contre, K. barkeri est plus 
résistante 21 l'effet de l'azote, la concentration inhibitrice de la I 

production du méthane est de l'ordre de 200 mM d1NH4 Cl. 

l 
Parmi les concentrations d'azoté étudiées, celles de 345 mg/l d'azote 

s'est révélée comme favorable pour le maintien de l'activité et de la 

croissance de la population mixte hydrogénophile. Ce qui confirme les 

observations réalisées lors des essais de méthanisation d'un mélange dlAGV 

où toutes les populations sont présentes, méthanogènes acétoclastes, 

hydrogénophiles et acétogenes OHPA, lorsque le milieu renferme 345 mg N/1. 

Les numérations, bactériennes ont confirmé que les hydrogénophiles étaient 

présentes à hauteur de 7.10" bactéries par ml et les acétogènes OHPA entre 
1 

10' bactéries par ml. 

Cependant l'état de l'écosystème et de production du gaz sont 

complètement changés en passant de la concentration en azote de 345 mg/l a 
54 mg/l. On a assisté a un arrêt total de la méthanogénese, les analyses 
microscopiques en U.V. montrent que les deux espèces méthanogènes qui 

1 existaient ont disparu ; d'autres analyses montrent qu'il n'y a plus de 

formate résiduel. Ceci prouve qu'il y a des espèces dégradatrices de 

formate qui peuvent se développer en présence de 54 mg/l d'azote. 



L'aspect de la population qui s'est établie lors de ce deuxième essai 

est complètement différent de la précédente, les espèces qui prédominent 

sont sous forme de coques et de batonnets, tous les deux trPs mobiles, il 

s'agit probablement de sulfato-réductrices qui ont remplacé les hydro- 

génophiles. 

Les études de SPROTT et al. ( 1  986 confirment que parmi les 

méthanogènes les hydrogénophiles sont plus exigeants vis-à-vis de l'azote. 

Ces derniers ont une activité optimale pour des concentrations comprises 

entre 100 et 200 mM d'NHA Cl. Ce besoin en azote peut être dO à leur 

rendement de production de biomasse qui est quatre fois plus élevé que 

celui des acétoclastes. Ce paramètre est directement lié au gain 

énergétique réalisé par les microorganismes lors de la production d'une 

mole de méthane (possibilité théorique de synthèse d'une mole d'ATP à 

partir de CO=/Ho et de 0,25 mole 21 partir de CH3 COOH). 

En dépit des différentes observations, on peut déduire qu'avec 54 mg 

d'azote et en présence de sulfate, les bactéries sulfato-réductrices 

entrent en compétition avec les hydrogénophiles. Cependant, l'absence du 

formate dans le milieu suggPre deux hypoth&ses, ou bien le formate est pris 

par les sulfato-réductrices en produisant COS et HZ 3, OU bien il y a 

d'autres bactéries dégradatrices du formate (OHPA) qui peuvent se dévelop- 

per avec 54 mg/l d'azote. 

Deux points se dégagent à partir de ces essais : 

* pour une même production de m4thane, les hydrogénophiles sont plus 

exigeants vis-à-vis de l'azote que les ac4toclastes ; 

* en présence de sulfate, et avec une concentration de 54 mg/l d'azote, 
les sulfato-réductrices prennent la place des hydrogénophiles. 

En continu, le rapport carbone / azote (C/N) nécessaire au maintien de 

la stabilité de l'écosyst&me et au bon fonctionnement de la méthanogénèse 

est de 20. En dessous de cette valeur, tous les paramètres de 



fonctionnement changent, l'aspect de la population microbienne assurant ba 

production du méthane aussi. 

Dqautres auteurs (ROBINSON et al., 1984 ; VERRIER, 1984) ont 4tudi4 la 

degradation d'effluents agro-alimentaires, de lisier de porc ou de 

substrats synthétiques en utilisant un procédé de deuxième g6nération 

(filtre anaérobie). Ils ont mis en évidence que les populations assurant la 

productiondu méthane sont m o t h r i x  et MethanosarcanB, avec une 

prédominance de la forme filamenteuse (-1. Cette dernière a deux 

intérêts importants : 

* elle assure une trPs bonne élimination de l'acétate du milieu, ce 

qui augmente la vitesse de dégradation du substrat ; 

* la plus importante, c'est que dans les procédés (lit fluidisé, UASB, 

filtre anaérobie) ou on cherche à fixer les cellules sur un support 

ou à obtenir des aggrégats 21 bonnes caractéristiques de décantation. 

Methanothrix remplit une fonction capitale dans la formation et la 

cohésion des biofilms. 

Ainsi, il est évident que la prédominance ou le maintien de cette 

espPce est obligatoire dans lTécosystètne. Cependant les concentrations 

faibles en azote défavorisent le maintien de cette espèce. Donc il est 

souhaitable qu'un rééquilibrage du rapport C/N des substrats déficients ait 

lieu avant sa digestion anaérobie. 



;a--- Composition des différents milieux 
nécessaires pour les mis é i éaems  
minérau%. 



VI. DE Na. K. Mn SUR LrACTIVXTE D'UNE WPULATION MIXTE ACETOCLASE.. 

Tous les essais ont été réalisés dans des flacons de plasma de 500 ml 

purgés avec de l'azote pour maintenir l'anaérobiose. Les é16ments 

minéraux sont ajoutés sous forme de solutions concentrées 100 fois. Dans 

nos essais, on a choisi d'étudier l'effet de trois concentrations de chaque 

élément ce qui en théorie devrait nous conduire a préparer 27 milieux 
differents en permutant les différentes concentrations. Pour limiter le 

nombre d'essais on a choisi une méthode statistique appel4 Technique de 

GRECO-LATIN (AUDEN et al., 1967) qui est rapide, économique . Elle permet 
de sélectionner et de comparer les composés un un. Le Tableau XII montre 

la composition des neuf milieux nécessaires. 

2. Résultats (Tableau XII1 1 

A ~ P ~ S  un suivi de 23 jours, le bilan du biogaz fait a partir des 

prélévementg de gaz journaliers figure sur le graphe 22, il montre 

17Pvolution de la production du gaz des différents essais. L'interprétation 

statistique a Bté réalisée à partir des moyennes de la production de 

méthane et des temps de doublements. Parmi les conccentrations étudiées, 

100 mg/l de Na, 100 mg/l de K et 10 mg/l de Mg se sont rével4es les plus 

favorables,pour la production du méthane et la croissance des bactéries. 

Sur le Tableau XII qui donne la composition des différents milieux, on 

observe que chaque concentration des minéraux testés est présente dans 

trois milieux. En caclulant la moyenne des résultats obtenus sur ces trois 

milieux, on obtient les valeurs pour chaque minéral. Par exemple, pour 

calculer les valeurs correspondant au sodium on effectuera les calculs 

suivants : 

100 Mg Na' ( 3 , 0 9  + 1,58 + 1,838)/3 = 2,17 jours 

20 Mg Na" (5,615 + 1,791 + 1,629)/3 = 3,011 

C Na' (6,709 + 2,329 + 2,123)/3 = 3,739. 



Zabieau XI& Zésultats obtaas des  différents essais 
4rrk 23 jours de mé-ttisation en discorrtinu. 



Pig 22 Cinétique de produceion du méthane sur différents 

milieux ,méthanisacion en discontinue 



F i  23 Tracés semi-logarithmiques des différentes productions 

- - de - méthane. - - - - - - -  



Les conditions sont considérées comme optimales quand elles 

correspondent à la valeur la plus élevée si l'on s'intéresse à la 

production de méthane ou la plus faible si l'on prend en compte les temps 

de doublement. 

Les taux de croissance sont calculés Figure 23 à paritr de la partie 

exponentielle de la courbe de croissance. Les courbes de production de 

méthane sont reportées en coordonnées semi-logarithmiques. La pente de la 

droite obtenue fournit directement le taux de croissance. 

Les valeu~s obtenues à partir de ce premier essai peuvent ne pas être 

des concentrations optimales des trois éléments étudiés. Cependant, ce qui 

est intéressant c'est l'ordre d'importance des éléments étudiés vis-à-vis 

des bactéries. A partir des valeurs obtenues de la production du méthane et 

des taux de croissance on remarque que ces derniers augmentent avec la 

concentration en sodium et en potassium. L'effet du magnésium s'est révélé 

peu significatif. 

Une analyse rigoureuse pour mettre en évidence l'élément dont l'effet 

est le plus important est difficile car il s'agit d'une population mixte 

acétoclaste. Les deux bactéries majeures qui la constitutent appartiennent 

à l'ordre des Methanomicrobiales qui regroupe des bactéries dont les 

exigeances vis-&-vis du sodium et du potassium varient beaucoup d'une 

espPce à une autre (Scherer et al., 1983). Cependant,si on compare les 

milieux 3 et 7, (le 3 contient 100 mg/l Na' et des traces de K' alors que 

le 7 contient des traces de Na* et 100 mg/l de K*). Il apparaît que l'effet 

du potassium est plus important que celui du sodium sur l'activité de cette 

population acétoclaste (les temps de doublement sont respectivement de 3,09 

et 2,l jours). 

L'effet inhibiteur ou activateur du potassium est de plus en plus 

important quand la concentration en sodium augmente dans le milieu, 

11activit4 maximale dépend d'un équilibre du rapport Na/K. 

A partir de ces observations, on a été amené à faire d'autres essais 

mais avec des gammes de concentrations plus élevées en potassium et sodium, 
1 Il faut noter que l'inoculum qui a servi pour ces derniers essais n'est 

1 



C. V Z  R 4 - O V  3 NAL 4 / C  
MlTTSi  X 1 

t n t R E 1  O 
LM3Trsi X 
LM4- i O 
-1 4 
-1 + 

Fig 24(a) Tracé semi logarithmique du méthane produit dans différent 
milieux avec 

K=(20,50,100,200,500 et100ûmg/l) 
Na fixé à 200mg/ 1 



V .  Valeur des taux de cmisczance abtenus 
arpfés wéthan5sation en dïscaRtùlu. 



Fig 24(b) Tracé semi logarithmique du oéthane produit dans d i f férents  
milieux avec 

K f ixé à 20mg/l 
Na=(20,50,100,200,500 e t  100 mg/l) 



plus le mgme que celui qui a servi aux essais précédents. Ce sont des boues 

adaptées elles aussi à la dégradation des AGV, mais pour ce dernier essai, 

le milieu d'alimentation contenait de la chaux. 

Le Tableau XIV et les Figures 24 ta, b et c) montrent la compositions 

des différents milieux et les rdsultats obtenus apres 20 jours de suivi. 

D1apr&s la production du méthane et les taux de croissance, l'effet du 

potassium se confirme, on constate (Figure 25)  que le taux de croissance 

augmente en fonction de la quantité de potassium présente dans le milieu. 

La croissance maximale est obtenue entre 200 et 500 mg/l. Au-dela, la 

production du méthane, le taux de croissance ne sont plus influencés par la 

concentration en potassium, ce qui traduit l'absence d'effet inhibiteur 

dans la gamme de concentration testée. Par ailleurs, l'effet du sodium est 

moins évident, d1apr&s le Tableau XIV et la cinétique de production du 

méthane, l'effet activateur du sodium est important quand la concentration 

en potassium est élevée. Autrement dit, l'effet activateur dépend du 

rapport Na/K ; ainsi pour une concentration donnée en sodium, le rapport 

doit être égal 5. 

Une activité de croissance et de production de méthane maximales ont 

été obtenues avec respectivement 500 et 100 mg/l de ces deux cations, le 

temps de doublement correspondant est de 1.6 jours, le volume du méthane 

obtenu après 13 jours est de 170 ml. Cependant des rapports de 200/50 et 

100/50 ne donnent pas d'effets significativement différents, les temps de 

doublement obtenus avec les deux rapports sont 1,7 et 1 ' 9  jours. Par contre 

la production moyenne du méthane est moins importante qu'avec le rapport 

500/100, les volumes de méthane respectifs produits sur la même période (13 

jours) sont 70 et 120 ml. 



Fig 24(c) Tracé semi logarithmique du méthane produit  dans d i f f é r e n t s  
-.. 

milieux avec 
K fixé à 100mgIl 
Na=(20,50,100,200,500 et 1000nnglL) 





Tableau XV. Composition des d i f f k n t s  miiieux de cultures, 



v - - 
VII. V e 

1 . Protocole e&riment& 

Tous les essais ont été effectués en batch dans des flacons plasma de 

500 ml. Les bilans de la méthanisation sont faits à partir des prélèvements 

gazeux journaliers. Compte tenu des résultats précédents, nous n'avons 

retenu que la série d'essais effectués en présence des concentrations les 

plus élevées qui varient entre 100 et 500 mg/l pour le sodium et le 

potassium et entre 10 et 50 ntg/l pour le magnésium. 

Le Tableau XV montre la composition des différents milieux utilisés. 

Tous les milieux ont été préparés sous N1/COn (85/15 %),  ensemencés à 2 % 

VN et incubés à 37 OC. La source de carbone est l'acétate d'ammonium (50 

mM), les milieux de cultures ont 4té tampones à pH 7 avec lrHEPES (50 mM) 

et du carbonate du lithium (1,48 g/l) et réduits avec une solution de 

cystéine à 2 %. 

2. Résultats 

Le Tableau XVI résume les résultats obtenus après 30 jours de suivi ; 

on remarque qu'il est difficile de faire une analyse rigoureuse de la 

concentration optimale de chaque élément étudié, les différences ne sont 

pas trop .significatives. D'après les calculs des moyennes des tearps de 

doublement et de production de méthane sur une période de 23 jours, les 

interprétations statistiques permettent de dire que les meil-leurs 
1 

l rendements sont obtenus avec des concentrations de : 
1 
i 

, - 250 à 500 mg& de Na 
1 - 250 à 500 mg/l de K 
1 - 100 mg/l de Mg. 

Par ailleurs on assiste à une amélioration du temps de doublement de 

la souche qui de 2,33 contre 3,4 jours obtenus avec un milieu de référence 

(BCYT). Cette amélioration correspond au milieu no 9 contenant 500 mg/l de 



=.au XV;, Vaieur dos temps de doublenent et des 
productions de md"bhane après 30 joun  
de méthanisation en tiiscUntinu. 

86.94 4.77 

i02 ,8 i  2.43 

107.83 2 ,54  

i02 .80  2,60 

103,86 2,52 

i03.27 2.66 

i O t  $20 2.83 

303,04 2.64 

102.58 2,33 



Na et K et 100 mg/l de Mg. 

Concernant le rapport Na'/K' son effet est nettement moins accusé que 

sur la population mixte. Cela est net quand on compare les milieux Ma, M., 

M. où la concentration en sodium est fixée à 500 mg/l et où les 

concentrations en potassium sont 100, 250 et 500 mg/l ; les temps de 

doublements obtenus pour les trois milieux sont tr&s voisins (2,54 ; 2,66 ; 

2,33 jours). 

La méthanisation de l'acétate par une population mixte acétoclaste 

dépend des trois éléments minéraux étudiés, en particulier le sodium et le 

potassium (PATTEL et al., 1977 ; CALDWELL et al., 1974 ; SPROTT et al., 

1981 1 .  

Ainsi la cin4tique de dégradation de l'acide acétique et de la 

production du méthane sont très faibles en absence de Na' et K' ; il en est 

de même pour les taux de croissance , ils sont quatre fois moindres que 
ceux obtenus avec des concentrations de 100 mg/l de Na' et K', les temps de 

doublement respectifs sont 6,76 et 1,83 jours. 

Les meilleurs taux de.croissance sont obtenus avec les rapports Na'/K' 

voisins de 5. Ils correspondent A ceux des sarcines et les analyses 

microscopiques apres la fin de la ,croissance montrent en effet une 

prédominance de ces microorganismes par rapport aux formes filamenteuses. 

Ceci est confirmé par l'étude de l'influence de Na' et K' sur la croissance 

de pethanothriyen culture pure. 

L'influence du sodium et du potassium sur la production de méthane et 

la croissance des bactéries méthanogènes a été étudiée par piusieurs 

auteurs (PERSKI et al., 1981-1982 ; SPROTT et al., 1985). Ils déduisent que 

l'activité de certains méthanogènes est obligatoirement liée 3 la présence 

de ces deux cations. 



Cependant leur r6le reste obscur, surtout celui du sodium ; l'hypo- 
l 
l 

these couramment retenue pour expliquer le rôle du sodium est l'existence 
1 dlun systéme de transport du sodium qui génère un gradient de proton 

(proton-motive-fo~ce). Ce dernier intervient lors de la synthèse de llATP 
1 

mais aussi comme activateur au niveau drune étape lors de la formation du 

méthane (PERSKI et al., 1982 ; DANIELS et a1.,1984). 

En ce qui concerne le potassium, son rôle a été mis en 4vidence dans 

plusieurs systémes (chloroplastes, mitochondries. ..) lui aussi intervient 

lors de la synthgse d7ATP due au gradient de proton créé par une simple 

diffusion de K' ; en plus, chez les méthanogénes, il joue un rôle important 

dans la régulation du pH intra-cellulaire. 

Donc un 4quilibre entre le potassium et le sodium est souhaitable pour 

un bon fonctionnement physiologique, une bonne production de biomasse, de 

mhthane et la synthèse dqATP (SCHONEIT et al., 1983 ; MOUNTFORT D. O., 



w -  v w  

-b Tniiuem de ia concentration en fer 
arr i e  taux de croissame de g 
et la production ae méthane obtenue aprl.s 
39 jours de cuiture en aiscontirna. 



8 VIII. ' i - 

Les concentrations en fer des différents milieux sont 2 mg/l (BCYT) 25, 

50, 75 et 100 mg/l, le fer a été ajouté au milieu de base sous forme de Fe 

ClI 6H20. Cependant juste après l'ajout du fer on a obtenu un précipité 

noir avec les sulfures qui ont servi pour la réduction du milieu. Les 

concentrations du fer restant en solution sont respectivement de 2 ; 22 ; 

38 ; 56 et 58 mg/l. 

Aprhs 39 jours d'incubation, les productions finales en méthane et les 

temps de doublement obtenus figurent dans le Tableau XVII, les volumes 
l 

correspondent 21 la moyenne des deux essais. 

DraprPs le Tableau, il se dégage qu'à partir de nos conditions 

opératoires que l'apport du fer n'a aucun effet, ni sur la production 

finale du méthane, ni sur le taux de croissance de Methanothriy. Par 

ailleurs, la concentration de 100 mg/l ralentit le démarrage de la 

méthanogénèse, et que 2 mg/l sont amplement suffisants pour une activité 

optimale de cette souche. 

Cependant plusieurs auteurs ont étudiés l'effet du fer sur 

l'amélioration de certains paramètres de fonctionnement d'un digesteur tel 

que la dégradation des acides gras volatils et leur conversion en méthane, 

le meilleur taux de conversion d'acide acétique tm mole/l/j) est obtenu 

avec 5 mM de Fe Cl2 (VAN DEN BERG et al., 1980 ; PATTEL et al., 1978). Ce 

dernier double presque, il passe de 35 A 50 m molel/j quand on adjoint en 
plus 5 mM Na2 S04 dans le milieu de culture. En plus dans les écosystèmes 

concentrés en sulfate ou sulfure, le fer joue un rôle important, il 

précipite les sulfures solubles présents ou apparus par réduction des 

sulfates et détoxifie le milieu à l'égard des bactéries méthanogènes 
i sensibles 3 un exces de sulfures (CAPPENBERG, 1 9 7 4 ) .  En outre, le précipité 

de sulfure ferreux favorise l'environnement physico-chimique des bactéries 

anaérobies en éliminant du milieu de l'oxygène qui peut éventuellement y 

diffuser. 



Avec un rapport C/N/P égal à 100/5/1, la méthanogénèse en chémostat 

monoétape à mélange complet, d'un mélange d'acides gras volatils, ou de 

l'acide acétique seul et de l'acide formique est stable. Les rendements en 

production de biomasse, les taux de croissance et la vitesse de conversion 

des précurseurs directs du méthane, sont optimales dans les conditions de 

fonctionnement utilisés (TSH = 13 J ; Cv = 1,69 g DCO/l/j). 
1 

Dans ces conditions, la méthanogén&se d'un mélange dlAGVs est stable 

grdce au fonctionnement normal des populations bactériennes présentes dans 

le réacteur, qui sont des acétogènes et des méthanogènes ac4toclastes et 

hydrogénophiles. Parmi cette microflore, il faut souligner le rôle 

fondamental des deux dernières, qui assurent la stabilité de transformation 

des matières organiques en éliminant en permanence du milieu des 

métabolites dont l'accumulation est toxique. 

Le maintien de tous les microorganismes assurant la dégradation de 

toute la charge organique appliquée nécessite une quantité de 2 .74  mg 

d'azote par gramme de DCO dégradée. Le rendement de biomasse est de 0, 041 

g/g/DCO, ce qui est suffisant pour méthaniser un mélange dlAGV. 

Cependant, celui pour assurer la méthanisation de l'acétate ou le 

formate seul est 4 fois plus élevé, il est de 0,18 mg MVES/g DCO. Cette 

différence de besoins en azote de rendement en biomasse est due aux 

différentes interactions intra et inter spécifiques de la flore présente 

dans lyécosystème. 

Par ailleurs, avec les mêmes paramètres de fonctionnement et un 

rapport C/N/P de 140, la méthanisation du mélange d'acides gras volatils 

est instable. On assiste à une apparition d'acide acétique dans le milieu 

entraînant l'accumulation de propionate et de butyrate. Par ailleurs un 

équilibre des populations bactériennes différent est observé avec une 



prédominance des formes sarcines. Ces observations ont été confirmées par 
l des essais de méthanisation de l'acide adtique seul et du formate par des 

populations adaptées dont les rendements en biomasse sont deux fois plus 

faibles que ceux observés précédemment. 

l Dans nos conditions expérimentales (C/P compris entre 0.1 et 1 %) nous 

n'avons pas mis en évidence de déficience en phosphore. 

A partir de ces différentes observations on peut estimer qu'un rapport 

C/N/P égal à 100/5/1 permet un développement optimal de tous les groupes 

trophiques nécessaires 3 une méthanisation stable. De plus pour des 

substrats suffisamment concentrés en carbone, la concentration en azote 

ammoniacal correspondant aux ratios ci-dessus assure au contenu du 

fermenteur un bon pouvoir tampon. 

Parmi les acétoclastes étudiées, la croissance des formes sarcines est 

moins affectée par des concentrations faibles en azote que celle de 

Methanothriy. Par ailleurs les besoins en azote, pour une même production 

de méthane sont quatre fois plus importantes chez les hydrogénophiles. Cela 

est tout à fait logique puisque ces dernieres produisent trois à quatre 

fois plus de biomasse bactérienne par mole de méthane dégagée. Enfin, que 

ça soit les acétoclastes ou les hydrogénophiles, nous n'avons observé 

aucune influence des concentrations en phosphore testées en ce qui concerne 

leur croissance. 

Industriellement, les procédés de deuxième génération (contact 

anaérobie, filtre anagrobie ... ont atteint la maturité surtout le filtre 

anaérobie où les cellules sont immobilisées sur des supports inertes. En 
l 
I complément de ce travail qui s'est surtout intéressé 3 l'influence de la 
1 
I composition minérale du milieu sur le développement de microorganismes 
l prPsents dans les écosystèmes méthanogènes, il serait souhaitable de 

1 vérifier si le rapport C/N/P optimum (100/5/1) favorise également la 

fixation de Methanothrix sur les supports classiquement utilisés. 

Une fois de plus, 1 'optimisation de 1 ' épuration par fermentation 
l 

méthanique conduit au choix d'un compromis. En effet, nous avons clairement 
l 



montré que les méthanogènes f i m e n t e u s e s  nécessitent une teneur 

relativement importante en ammonium résiduel pour se développer 

préférentiellement. D'un autre point de vue, le rejet d'ammoniaque dans e 

$ .  milieu récepteur n'est pas souhaitable et les agences financières de 

l'azote. Si l'on cherche 21 atteindre une épuration maximale du carbone et 

de l'azote, il est évident que ce résultat ne sera pas obtenu par la mise 

en oeuvre de la seule méthanisation. Il faut donc des le départ avoir 

l'approche globale qui insère la fermentation méthanique dans un procédé 

plus gén4ral faisant également intervenir la nitrification et la 

dénitrification biologiques . 
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