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INTRODUCTION GENERALE

Sur le plan économique et sanitaire, la digestitaéeobie des boues de station de traitement
des eaux usées est actuellement considérée comneedés meilleures voies de dépollution.
Elle permet de produirdu biogaz avec un potentiel énergétique directeragintable pour
produire de I'énergie sous forme électrique, thgumiou mécaniquekn effet, le biogaz est
composé majoritairement de méthane (40-80%), decgaaonique (20-60%) et d'autres
composeés tels que les sulfures$H (>1%, cas générale) (Moletta, 2014). Ce dempérrt
étre un sous-produit indésirable lorsqu'il atteies concentrations importantes qui induisent
des problemes liés a la corrosion des installaténsi qu'a I'émission de fortes émanations
malodorantes et toxiques. Ces sulfures proviendera réduction microbienne des sulfates,
thiosulfate et sulfites présents dans les boudgtdm Ainsi, les stations de traitement
equipées de digesteurs anaérobies sont équipéastéd’'uphysico-chimiques et/ou
biologiques de désulfurisation. Néanmoins cettmiéltion peut s'avérer colteuse dans le
cas de traitement physico-chimiques. La productidevée d’'HS lors du procédé de
méthanisation indique souvent la présence et\lgktde bactéries anaérobies « strictes »
appelés bactéries sulfato-réductrices (BSR). Edleisla capacité d’oxyder des composeés
carbonés simples (lactate, acétate, formiate) olihggdrogene en présence de sulfate, de
sulfite, de thiosulfate et de soufre élémentaicenme accepteurs terminaux d’électrons. Ces
organismes, en plus de produire des sulfures, pe@verer en compétition avec les bactéries
méthanogenes pour des substrats communs tel quétafa et I'hydrogene et limiter la
production de méthane dont ces deux substrats demtprécurseurs dans un digesteur
anaérobie (Moletta, 2014).

L'élimination des sulfures du biogaz par un proc@iésico-chimique est colteuse et
I'élimination par oxydation aérobie n'est pas idéddns le contexte de la biométhanisation
(Prescott, 2003 ; Rattanapan et Ounsaneha, 204aingthget al 2012). En revanche, l'idée
d’'une oxydation anaérobie de ces sulfures seraitsofution idéale, a la fois peu colteuse et
ne perturbent pas la biométhanisation. C’'est daamtsde prolongement de la thématique
développée au sein de I'équipe de Microbiologie aleaérobies ou mon stage a été effectué,
gue le présent travail s’inscrit en parallele @uifes travaux de recherche en cours
s’intéressant a la thématique générale de la prailque des sulfures. L'objectif principal
donc du projet de mémoire est d’étudier les miganismes producteurs de ces sulfures
gu’on retrouve dans le biogaz, ceux montrant upaciéé prometteuse pour leur élimination
au sein méme des digesteurs produisant le bioghzles tentatives d’établissement de
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cocultures stables entre ces microorganismes auiesofait largement retrouvés dans des

biotopes riches en composés soufrés.
Ce rapport comprend trois chapitres.

- Le premier chapitre est une étude bibliographique sur la problématidas
sulfures généreés par la digestion anaérobie, setddon existant entre les BSR et
les Thiobacillus (BSO) dans le cycle du soufre, et sur les caratiguies
bactériologiques de ces bactéries

- Le deuxieme chapitre est une partie explicative des différentes tealesq
chimiques et microbiologiques utilisées pour I'sokent et la caractérisation des
BSR et des BSO ainsi que de la co-culture de aesedes.

- Le troisieme chapitre est consacré aux résultats obtenus et a la disouss

Il se termine par une synthese des principaux appbe ce travail ainsi que les

perspectives qui se dessinent pour de futures reves
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Chapitre 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

VI-  Généralité sur les boues des stations d’épuration

Les eaux usées sont recueillies par les égoutgrigées vers les stations d’épuration afin
d’étre purifiées avant leur réintroduction dangridieu naturel. Leur traitement dans les
stations permet de séparer une eau épurée didurgéecondaire, les boues, qui présentent
les caractéristiques d’un amendement organique jpdemvu en matiére organique, azote,
phosphore ainsi qu’en oligo-éléments (Jarde, 208&Jon I'étape de traitement des eaux on

distingue différents types de boue :

- les boues primairesqui proviennent du traitement primaire dEmUX usées par
décantation.

- les boues biologiques biomasse en excés provenant du traitentéoibgique
secondaire. Elles sont aussi appelées boues sé@mada boues activées.

- les boues mixtes mélange de boues primaires et de bouekdijues. Elles
proviennent de la totalité de la station.

- les boues physico — chimiquesu tertiaire, provenant de la décantation apres

traitement avec un réactif.

Les boues résiduaires se présentent sous une fiquide avec une forte charge en matiére

organique hautement fermentescible.
VIl-  La digestion anaérobie ou méthanisation

La digestion anaérobie est un processus natuodbdiue de dégradation de la matiere
organique que contiennent les boues, par degriExen absence d'oxygene (Moletta,
2014). Ce processus est mis en ceuvre au sein @jasteur a partir de déchets organiques, et
conduit a une production de gaz (biogaz) riche éthane et d’un coproduit, le digestat. La
méthanisation répond a un double objectif de vsdtion énergétique : leiogazest utilisé
comme combustible, ldigestat composé de deux phases (liquide et solide) dstable

comme amendement sur les terres agricoles.
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La méthanisation est un processus de fernmentahnaérobie complexeFigure 1),

mettant en jeu plusieurs étapes biochimiques quoretant a I'action de différents groupes

bactériens.
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10
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o ) : 2
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Figure 1: Schéma du processus microbiologique de la dmyesthaérobie (Qatibi, 1986)
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VIIl-  Problématiques des sulfures engendrés dans les ialkitions de biogaz et

procédés de désulfuration

La dégradation microbienne anaérobie de substamgEmiques dans les installations de
biogaz libere non seulement les composants priogigpie sont le méthane (GHet le

dioxyde de carbone (GPmais aussi de I’hydrogéne sulfuré&g.

1- Effets néfastes du sulfure d’hydrogene

1.4- SurI’'Homme

Chez I'homme, linhalation est la voie essentielitexposition a I'HBS. A fortes
concentrations, I'absorption d28 est rapide et ses effets lIétaux peuvent sureenjuelques
minutes, voir en quelques secondes. Il peut égaiedee absorbé par le tractus gastro-
intestinal et la peau (Bissat al, 2011). Le sulfure d’hydrogéne réagit immédiatenasec
I'hémoglobine du sang et bloque le transport deydiéne jusqu'aux tissus et aux organes

vitaux du corps. Leéableau 1, décrit les effets du #$ sur la santé humaine.

Tableau 1: Effets du sulfure d'hydrogéne {8) sur les humains (Sauve, 2011).

Concentration de HS Effets sur les humains
(ppm)
4a10 Faible odeur détectable (odeur d’ceuf pourri),dtiin oculaire
R Odeur repoussante, irritation oculaire, touxrteode I'odorat au
10a 100 N : , T
bout de 2 a 15 minutes d’exposition
100 a 500 Inflammation oculaire, irritation des voies resgpaires
500 a 1000 Perte de connaissance rapide puis mort
1000 Mort immeédiate des la premiere inspiration

1 ppm=1,4 mg/rh

1.5- Sur les microorganismes

Des concentrations a partir de 50 mg / | d’hydregénlfuré dissout dans le substrat de
fermentation sont toxiques et inhibent les bacsémethanogenes. L'’hydrogene sulfuré forme
en outre, avec des oligo-éléments, des sulfureméal difficilement solubles. Les oligo-

éléments sont ainsi soustraits aux bactéries daamét Ceci entraine une diminution de la

vitesse de dégradation et une réduction de la ptmiude méthane (Moletta, 2014).
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1.6- Sur I'environnement

Quand I'hydrogéene sulfuré est transféré vers I'afpmere, il est rapidement oxydé en dioxyde
de soufre (S@. Le dioxyde de soufre se recombine ensuite aWeanidité contenue dans
'atmosphére pour produire de l'acide sulfurique tptombe avec la pluie sous forme de
pluies acides. Ces acides ont un pouvoir corsaggrieur a celui d’b$6 (Boulinguiez, 2010).

L’H ,S peut causer des changements de pH aux systealegigaes aqueux.
2- Procédés de désulfuration du biogaz

Il existe de nombreuses méthodes de désulfuisgdhaoet al, 2010). Parmi celles-ci,
citons la combustion, lincinération thermiqliagdsorption (charbon active), I'oxydation
par voie seche, le masquage, la dispersioneefin les traitements biologiques.
Cependant, certains procédés biologiques utiligsnbactéries aérobies du soufre (BSO) sont
visés pour surmonter les colts éleves relié auggssus physico-chimiques d'élimination du
sulfure d'hydrogene (Prescott, 2003 ; Ramatkal, 2009; Rattanapan et Ounsaneha, 2011).

IX-  Relation entre les bactéries sulfato-réductrices BR) et les bactéries sulfo-

oxydantes (BSO) dans le cycle du soufre

Le cycle du soufre Higure 2) est un cycle biogéochimique majeur au sein duquel

interviennent des bactéries anaérobies et aérobies.

Production du H,S
Dans un environnement anaérobie (boues, couche ade lvisqueuse, sédiments...),
I'hydrogene sulfuré est produit généralement sdieux voies :
- La réduction dissimilatrice par les bactéries swo#fductrices, ou par les bactéries
sulfato-réductrices

- La décomposition de matiéres organiques soufe¥dep décomposeurs.

Par ailleurs, le BB est également produit par la réduction assing&ulu sulfate par toutes
les bactéries aussi bien en aérobie gu’en anaépohbiela synthése des acides aminés soufrés.
Cette réduction du sulfate est dite assimilatrice.

14
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S
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anaerohie de la
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i
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Figure 2: Le cycle biologique du soufre (Caumette, 1985)

Oxydation du H,S

Dans lazone aérobieplusieurs genre de bactéries sulfo-oxyda(B<0) peuvent intervenir
dans I'oxydation du kS, en 8 ou en S@. Le genre de BSO le plus connu étant le genre
Thiobacillus(Soupramanien, 2012 ; Petial, 2012).

Dans lazoneanaérobig le H,S peut étre oxydé non seulement par les bacténmsipophes
anaérobies sulfureuses en présence de lumiérec{Rre2003) mais également par des
bactéries chimiolithotrophes qui utilisent le nier@omme accepteur d'électroiidipbacillus

denitrificang. Ces bactéries constituent un filtre biologiqteddurs (Freddrich, 1998).
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X- Caractéristiques bactériologiques des bactéries dato-réductrices et des

Thiobacillus
1- Bactéries sulfato-réductrices (BSR)

1.1- Classification sommaire

Les BSR forment un groupe phylogénétiquement tréexrsifié affiliées auxBacteriaet aux
Archae Le seul point commun de ce groupe physiologigieyee les BSR soient anaérobies
strictes capables d'utiliser comme accepteur fifidlectrons le sulfate (S, le sulfite
(SO5®), le soufre élémentaire (S°) pour certaines éhiesulfate (80:>) qu’elles réduisent
en sulfure (). Plusieurs propriétés sont utilisées pour léassification & savoir leur forme
cellulaire, la mobilité, la teneur d’ADN en GC%, paésence de la désulfoviridine et des
cytochromes, la température optimale de croissahtexydation complete ou incompléte de
'acétate (Chamkh, 2011). Le geresulfovivibrio (Figure 3) appartenant a la Famille des
Desulfovibrionaceaest le plus communément isolé (Loubinaial.,2002, Chamkh, 2009 ;
Chamkh, 2011).

Figure 3 : Observation au microscope optique (a) et éleauanib) deDesulfovibrio
marrakechensigChamkh etl., 2009)
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1.2- Métabolisme énergétiqu

Certaines BSR realisent en présence de sulfatexyuation complete d’un nombre limité

substrats organiques eacétate et en (. Les bactéries du genDesulfovibrio
appartiennent a cette catégorie. D’autres BSR capdbles en présence de sulfate d’ox
de maniére complete une grande variété de cafsptsls que les acides gras ou

compogs aromatiques. Ces organismes se développeatcoup plus lentement q
ceux de la premiére catégorie. lls possedeatvoie biochimique permettant I'oxydati
de l'acétyl-CoA en C@ Les substrats organiques les plus courammélisés par les
bactéries du genrBPesulfovibric sont le lactate, le pyruvate, I'éthanol, le malatele

fumarate Tableau 2.

Tableau 2: Oxydation de différents donneurs d'électrons caupléa réduction du sulfa
(Postgate, 1984)

Reaction

Hydrogen : 4H; + S04°~ — 4H;0 + S*

Acetate : CH3C00™ +S04* — H,0+ CO; + HCO; + S

Formate : 4HCOO™ +S04° — 4HCO; +S*

Pyruvate: 4CH3;COCO0™ +S04%~ — 4CH3C00™ +4C0; + §*

Lactate :  2CH3;CHOHCOO™ + S04%~ — 2CH3C00™ +2C0; + 2H,0 + §*

Malate: 2(0OOCCH;CHOHCOO)*™ +S04*~ — 2CH3C00™ +2C0; + 2HCO; ™ +§*
Fumarate: 2(0O0OCCHCHCOO)*™ + S04~ + 2H,0 — 2CH3C00™ + 2C0, + 2HCO3 ™ + S
Succinate :  4(00CCH,CH,C00)* +3504%" — 4CH;C00™ +4C0; + 4HCO; ™ + 382

1.3- Conditionsde culture

Les milieux de culturedes BSR dites non extrémcontiennent habituellement un comp:
organique donneur d'électrons (lac par exemple) etin accepteur terminal d’électro
(sulfate par exemple)Ces milieux de culture doivent conterun agent réducteur
(tel que Na,S) permettant d’abaisser le potentredox a des valeurs avoisinant [-200
mV. Le pH des milieux de culture doétre compris entre 7 et 7Jbest a noter que |
croissance des BSR estte (temps de génération dea3 6 heure: par rapport aux
bactéries aérobies en général. De plus, il esteér quela concentration en ,S dans le milieu
de culture peut influencer le taux de croissaric@@urrait, a forte concentration, arréte

croissance. Cehgnomeéne e lié a la toxicité intrinséque de b8 et au fait que les sulfure
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rendent le fer peu soluble, donc non disponibler p@ bactérie, en formant un précipité de

sulfure de fer (Loubinoux, 2001).

1.4- Défense des BSR contre I'oxygéene

Les BSR sont souvent trouvées dans les biotopedesuconditions oxiques peuvent
temporairement exister. Elles ont ainsi dévelophsésigurs stratégies de défense contre
I'exposition a I'oxygene. Ces stratégies inclu@st comportements particuliers en présence de
'oxygene, comme l'agrégation ou « aérotaxis », gysgemes enzymatiques pour réduire et
éliminer l'oxygéne et de ses formes réactives. B8R et particulierement des espéces du
genre Desulfovibriq possedent une variété d’enzymes capables d’'@miénstress oxydatif.
Ces enzymes qui different selon leur localisatietiutaire, sont listées ci-dessous dans le
tableau 3 Plusieurs BSR peuvent tolérer la présence dgdéne quand elles sont cultivées
en culture pure. Elles peuvent survivre aprés woete exposition a I'oxygéne et la tolérance

a l'oxygéene est espece-dépendante (Dulkl, 2006).

Tableau 3 -Protéines impliquées dans le mécanisme de latiédute I'oxygene et la détoxication
des formes réactives de I'oxygene cBesulfovibrio spp(Dolla etal., 2006).

Protéines clé Localisation

Réduction de I'oxygene

Cytoplasmique Rubredoxine oxydoréductase Cytoplasme, soluble
Cytochrome c Lié a la membrane plasmique
Cytochrome bd Lié a la membrane

Périplasmique [Fe] hydrogénase Périplasme, soluble

Détoxification des formes

réactives de I’oxygene

Balayage des superoxydes Superoxyde dismutase Périplasme
Superoxyde réductase Cytoplasme

Balayage de H,0, Catalase Cytoplasme
Rubrerythrine 1 Cytoplasme

NADH peroxydases Rubrerythrine 2 Cytoplasme
Nigerythrine Cytoplasme

Thiol-spécifique Thiol peroxydase Cytoplasme
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2- Bactéries sulfoexydantes (BSO) du genrThiobacillus

2.1- Classification et morphologi¢

Les bactéries sulfoxydantes(BSO) forment un groupe trés divers. Un certain biemde
genres sont capables d’oxyder |,S et sont rangés dans la section A et B du gro@peu
Bergey’s ManualDans cette section on retrouve des bactéries filtanses se déplacant |
glissement Beggiatoa, Thioploca, Thiothr) et des bactéries unicellulaires en forme
bacille ou spiralée qui sont mobiles ou immobiles ges flagellesTableau 4). Les plus
connues sont les genré&hiobacillus un bacille Gram-négatif éthiomicrospir: une longue

cellule spiralée. Les deux ont un flagelle polaFigure 4).

Wiki.WeBl.ru Thiomicrospira pelophila
Kuenen et Robertson (1989)

Figure 4 : Observatiorau microscope électronig de (a)Thiobacillus; (b) Thiomicrospira

Tableau 4 :Genres oxydant le soufre de la section B du grd2p@éuBergey’s Manuz

Localisation des dépots

Genre Forme de la cellule Flagelles %G+C

de soufre
Thiobacillus Bacillus +; Polaires 52-68 Extracellulaire
Thiomicrospira Spirales +; Polaires  36-44 Extracellulaire

. . Bacilles inclus dans les masses .
Thiobacterium . - Intracellulaire

gélatineuses
. Yy +; Polaires

L Bacilles spiralés avec des ! .

Thiospira o . (seul ouen Intracellulaire
terminaisons pointues
touffe)

Macromonas Bacilles en forme de haricot + ; Polaires 67 Intracellulaire
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2.2- Métabolisme

Les BSO les plus utilisées et étudiées dans lesepsnis d’oxydation des sulfures sont les
Thiobacillustel queThiobacillus novellugChaet al, 1999), Thiobacillus thioparugChung
et al, 1997 ; Oyarzuet al, 2003) efThiobacillus denitrificangSublette et Sylvester, 1987).

Les Thiobacilluspeuvent oxyder non seulement le sulfure d’hydregaais divers composés
soufrés réduitsTableau 5. L’'oxydation de I'HS peut s’effectuer sur une large gamme de
pH (entre 1 et 8), incluant a la fois d€kiobacillus acidophiles tel quécidithiobacillus

thiooxidans(Arocaet al.,2007) ou neutrophileS ( thioparus, T. denitrificanst T. novellu$.

Bien que Thiobacillus utilise normalement le COcomme source principale de carbone,
certaines especes telles qtie novellus, T. intermediust T. ferrooxidanspeuvent se
développer de fagcon hétérotropfialfleau 5.

Tableau 5 -pH de croissance et type nutritionnelldgobacillus(Schlegel, 1988)

Espece p.H de Donneur d’électrons Type
croissance
Thiobacillus thiooxidans 2-5 S S0:°; S O
Thiobacillus ferrooxidans 2-6 Fe* ; 82032'; S F
Thiobacillus thioparus 6-8 82032'; S O
Thiobacillus denitrificans 6-8 S0:7;'S O
Thiobacillus intermedius 2-6 S04 ; S ; glutamate F
Thiobacillus novellus 6-8 S,0:7: S glutamate F

O : chimiolithotrophe obligatoire ; F : chimioorggrophe facultatif

Les Thiobacillus se développent en aérobiose, maisiobacillus denitrificanspeut se
développer facultativement en anaérobiose. Il &ffeane respiration anaérobie en utilisant le

nitrate (NQ) comme accepteur terminal d’électrofalfleau 6).
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Tableau 6 :Donneurs et accepteurs d’électrons Heisbacillus(Prescott, 2003)

Espéeces Donneur Accepteur  Source de Produits
d’électrons d’électrons carbone
Thiobacillus sp (général) S°, H,S, SOs* O, CO, SO”
Thiobacillus denitrificans S, H,S, SO5* O,, NOy CcO, SO, N,
Thiobacillus ferrooxidans  F&*, S, H,S 0, CcCO, Fe', SQ?

En conclusion de cette synthese bibliographiqueBI8R constituent la principale source de
H,S. C’est la raison pour laquelle nous allons, damgprésent travail, nous focaliser sur
'étude de ce groupe bactérien issu des digestnaédrobies d’'une station de traitement des
eaux usées de la région. LEsobacillusconstituent le plus commun et le plus imaait

véhicule par lequel les sufures réduits peuvérg éoxydés. On abordera également la
faisabilité d’'une co-culture définie entre une BS& une bactérie appartenant au genre
Thiobacillus ("mini" cycle de soufre), toutes deux isolées desmms boues de digesteurs
anaérobies afin de démontrer que cette coexistenirte les deux bactéries est possible au

sein méme du digesteur anaérobie.
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Chapitre 2 : MATERIEL ET METHODES

VII-  Origines des boues
Des échantillons de bouesit été collectés dans des conditions anaérobpesta de deuw
digesteurs A et B d’'une station d’épuration etrélgtilisation des eaux usées. L'architect

des digesteurs utilisés est schémati-dessousKigure 5).

Sortie biogaz

Biogaz
Sortie & . /

boue
digérée

Entrée graisse
traitée

Entrée boue
épaissie

Figure 5- Digesteurs type cindriques classiques (A, B) utilisés par la stapour la
production de Biogaz a partir des bc

VIIl-  Milieux de culture pour les BSR et lesThiobacillus

1- Préparation du milieu de culture anaérobie pour leBSR

1.1- Technique d’anaérobios

Les techniquesitilisées dans cette étude sont celles de Hunda®@9j. Elles reposent s
I'utilisation de récipients divers (tubes de Humgattubes haute pression, flacc
pénicilline...), fermés par des bouchons en butylmesius par des viroles a vis (tubes
Hungdes). Les bouchons peuvent étre transpercés paaigetles stériles sans risque
contamination ou d’introduction d’air. Les prélevems et inoculations sont effectués a I'e
de seringues médicales préalablement purgés & lthazote exempt d’oxene (stériles et a
usage unique) munies d’aiguilles hypodermiquesi¢agent stériles et a usage unique), |
de la flamme d’'un bec bunsen. Ceci est réaliséegeédune rampe de distribution de

inertes.
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1.2- Composition du milieu de culture de base
La composition pour un litre de milieu liquide datsuivante : 0,5 gK,HPO, ; 05 g
KH,PO,; 0,5gNH,CI ; 0,4 g NaCl ; 0,25 g L. Cystéine-HCIO;05 g CaCl,.2H,0 ;
0,3 g MgCl,.6H,0 ; 0,1 g KCl; 2 dNa,SO, ; 4 g Lactate ; 0,1 g d’extrait de levure ; 1ml
de solution d'oligoéléments (Chamkh, 2011).

1.3- Préparation du milieu de culture
Les produits sont introduits dans un Erlenmeyertermemt de I'eau distillée et mis sous
agitation magnétique. Apres avoir compléter le madu milieu avec de I'eau distillée, le pH
est mesuré et ajusté a l'aide de la solution KO 16t 1M et 1ml d’'une solution de
résazurine (0,1%) est ajoutée comme indicateutath@érobioseKigure 6). Les milieux de
cultures sont ensuite dégazés par ébulliteigyre 7) et refroidis sous flux d’azotd-igure

8) exempt d’'oxygene.

Figure 6 - Ajout de la résazurine comme indicateur de 'ankbiése

Figure 7 - Ebullition du milieu de culture

Figure 8 - Refroidissement sous azote

Les milieux sont ensuite répartis dans des tubdduhgate ou des flacons de type pénicilline
immédiatement fermés a l'aide de bouchons en choutcen butyl noireHigure 9). La
stérilisation des tubes et flacons se fait par@dat@age a 121°C pendant 20 mn. Juste avant
inoculation, des solutions anaérobies stérileadgwbdbnNaHCO5, de réducteuNa,S9H,0, et
d’'une solution de vitamines (Balch et al. 1977)tsmjoutées chacune dans le milieu de

culture.

Figure 9 - Tubes de Hungate (a) et flacons type péniciib)goour le milieu de culture
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2- Milieu de culture de base pour leS hiobacillus
Il s’agit d’'un milieu de culture minéral, sélectifour les Thiobacillus composé de
(par litre) : 2,27gK,HPO,; 1,89 KH,PO,; 1,989 (NH,),S0,; 0,4g NaCl ; 0,02g
MnS0,H20 ; 0,1g Mg®,7H20 ; 0,3gCaCl,.2H,0 ; 59 Na,S,05; FeS0,.7H,0 (3%) ; 1g
Na,CO3; 15g d’agar (pour milieu solide). Le pH est ajusté,2 avec KOH 1M ou 10M. Le

milieu de culture est stérilisé a I'autoclave a’2pendant 20 mn.

IX-  Techniques de dosage

1- Dosage des sulfures
Un volume de 0,1ml de la culture est injecté rampieet dans 4ml de réactif HCL 50mM —
CuSQ 5mM sous agitation. Aprées cette acidificatiomténsité de la coloration du complexe
CusS forme, est mesurée a 480nm au spectrophotorbkteecourbe étaloriF{gure 10) donne
la concentration en ions sulfures solubles en fonate la densité optiqgue mesurée. Cette
technique présente I'avantage d’offrir des réssiltapides et productibles. L’'erreur de cette
technique (<5%) (Chamkh, 2011).

Figure 10 -Courbe d’étalonnage pour le dosage des sulfures

2- Dosage des sulfates
Les sulfates en présence de chlorure de baryum ménipités en milieu chlorhydrique a
I'état de sulfate de baryum. Le précipité est $ibia I'aide d’'une solution de polyvinyl-
pyrrolidone et les suspensions sont mesurées atrgpleotométre. Un volume donnée de la
culture est centrifugé, le surnagent récupéréikgteddans un volume d’eau distillée. A 39ml
de cet échantillon, est rajouté 1ml d’acide chldrigue et 5ml de la solution de chlorure de
baryum stabilisé. Aprés un temps de réaction de nih la lecture est faite au
spectrophotomeétre a 650 nm. La courbe d’étalonfigere 11) donne directement la teneur

enS0;~exprimée en mg/l.

Figure 11 -Courbe d’étalonnage pour le dosage des sulfates
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X- Etude des bactéries sulfato-réductrices

1- Dénombrement des BSR
Le milieu de culture choisie pour cette numératghle milieu de culture de base anaérobie
(voir paragraphe I1.1.2) contenant en plusS@j~ (20mM) et du lactate (20mM). Les BSR
sont dénombrées par la méthode NPP (Nombre lgophisable).

1.1- Préparation des échantillons
Les échantillons de boues sont broyés dans un lrdype Potter, sous flux d’azote stérile,

pour faciliter le détachement des bactéries adhé@anparticules Rigure 12).

Figure 12— Préparation des échantillons de boues DA et DB

1.2- Technique de dénombrement
La croissance des bactéries est suivie par mesulie dknsité optique a 580nm et par dosage

des sulfures a 480nm.

Le tube trouble (croissance bactérienne) conteannoins une bactérie viable. Le nombre de
cultures positives dans 3 dilutions successivesnelde nombre le plus probable (NPP)
(Figure 13) de microorganismes viables de la culture méest ¢éa méthode de Mac Grady.
Cependant, I'apparition de trouble est un critewe rig caractérise pas seulement les BSR,
mais d'autres bactéries anaérobies car le miliestrpas sélectif. Aussi la quantification des
sulfures est un critere propre aux BSR. C’est pmite raison qu’on a considéré les tubes
positifs comme étant les tubes contenant BSR aittomdde démontrer la production des

sulfures :

2CH,CHOHCOO + SQ* —  2CHCOO- +2CQ+2H,0 + S~

CH,COO +SQ* — HO + CQ + HCO 3+ &~

Figure 13 -Technigue de numération sur milieu liquide
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2- Enrichissement des BSR
Aprés 4 semaines d’incubation, tous les tubes ifmgiint été sélectionnés et repiqués sur un
milieu de culture neuf pour BSR identique a cetilis¢ pour leur numération mais contenant
deux fois plus de substrat (20 mM lactate), la eotration en sulfate reste inchangée (20
mM) (Figure 14).

Figure 14 -Enrichissements des BSR

Les cultures sont incubées jusqu’a I'apparitionn@ turbidité stable et visible a I'eeil nu, en
suivant en méme temps la croissance des souchessmrant la DO a 580, et la production

de sulfures mesuré a 480 nm.

3- Etude de I'effet de la concentration d’oxygene sules BSR
Des volumes différents d’air sont injectés danstdbes d’HungateHigure 15 contenant un
milieu anaérobie pour BSR contenant 10 mM de lac2® mM de sulfate, et sans extrait de

levure.

Figure 15- lllustration du volume et des différentes phagestube Hungate

Différentes concentrations d’oxygéne stérile (0 [®a¢ 0,937umol@. 1,87umolQ;
2,81umolQ; 3,75umolQ@; 65umolQ) sont injectées a raison de trois exemplaires par
concentration. Les tubes incubés en anaérobiog#es{i00%N2) ou en aérobiose stricte
(100% air) sont considérés comme des témoins dezttes @périence. Les tubes sont incubés
a 35°C et un suivi de la croissance est effectuémesure de la DO a 580 nm et par dosage

des sulfures en fonction du temps.
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4- |solement des BSR

4.1-Principe d’isolement en anaérobiose

Les isolements sont réalisés par la méthode debB-wibes » (Hungates, 1969). Un roll tube
est un tube Hungate contenant le milieu gélosénmllieu solide est chauffé dans un four a
micro-ondes pour faire fondre I'agar, puis refraadb0°C dans un bain-marie thermostaté afin
de maintenir la gélose en surfusion. Apres inogutatle tube est mis en rotation
horizontalement sur un plateau inclinée afin dear@p de maniére homogene par force
centrifuge, le milieu gélosé sur toute la surfacerne des tubes. Les tubes sont refroidis
pendant leur rotation avec de la glace et les lesllbactériennes sont ainsi dispersées dans la
gélose solidifiée Kigure 16). Les tubes sont ensuite incubés a 35°C. Lesrdiftés étapes

d’isolement des BSR a partir des enrichissememisilbastrées par l&igure 17.

Figure 16- Isolation des bactéries anaérobies par la teakrigs Roll-Tubes

Figure 17 -Techniques d'isolement sur milieu solide a pads dnrichissements de BSR des
boues DA et DB (la photo en bas du schéma representoll-tube)

4.2- Purification des souches de BSR

Aprés 1 mois d’'incubation, des colonies isoléeg sbeervéesHigure 16). Une seule colonie
bien isolée a été choisie pour étre purifiee, dimpadw digesteur A (la boue DA la plus diluée
et produisant le maximum de sulfure) a été dési@eeStérilement prées du bec benzéne et
sous flux d'azote stérile, la colonie est préleagec I'extrémité légérement recourbée d’'une
pipette pasteur stérile en aspirant a I'aide d’'poie. La colonie est expulsée de la pipette
pasteur vers un tube de Hungate contenant 10 miikikeu de culture anaérobie liquide de
base contenant 10 mM de lactate et 20 mM de sulfaetube est refermé, dégaze, et
vigoureusement agité afin de disloquer la colonie® particules d’agar. La suspension ainsi
réalisée sert de point de départ pour une nouwellaire sur milieux liquides. Le tube

contenant la colonie est incubé a 35°C.
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4.3-Test de pureté
Avant toute caractérisation d’'une souche, il egidrtant de s’assurer de sa pureté. La pureté
de la souche DZ a été contrélée par repiquage sunilieu riche liquide sans sulfate ni
lactate contenant du biotrypcase (1%), extrait eleure (5%), et par une observation

microscopique.

5- Caractérisation partielle d'une BSR souche DZ

5.1- Etude morphologique
Pour étudier les caractéristiques morphologiquesné de la cellule, mobilité, présence et
position des spores), des observations au micresopfique a contraste de phase ont été
réalisées a I'état frais et par la prise de phaiplgies, réalisées dans le Département des
Sciences de la Terre avec l'aide du ProfesseurdHbline coloration Gram a été également

effectuée.

5.2- Caractérisation sommaire du métabolisme énerggue
La souche DZ a été testée pour sa capacité a aggradseul substrat, le lactate, et 'utiliser
comme source de carbone et d’énerdgia souche est cultivée sur un milieu liquide en
anaeérobie pour BSR contenant 10mM lactate, 20mfatsulLe suivi de la densité optique a
580nm, et la disparition du substrat corrélée ppaition de produits de dégradation (les
sulfures), attestent l'utilisation du substrat éest

Pour tester I'aptitude de la souche DZ a réduiseclemposés soufrés, différents accepteurs
ont été testés: sulfate 20 mM ; sulfite 5 mM et m® ; thiosulfate 20 mM ; soufre
elémentaire (10 g/l). Tous les tests ont été affecen trois exemplaires et ont été confirmés
par un deuxieme repiquage. Un milieu liquide anBiérgpour BSR(milieu BSR de base
contenant 10mM de lactate et sans sulfateté utilisé pour cette expérience. Un milieu
témoin inoculé est préparé ne contenant ni sub@tetate), ni accepteur final d’électrons
(sulfate), dont I'objectif est d’estimer la croissa due aux apports de I'inoculum cultivé sur

un milieu pour BSR contenant 10 mM lactate, 20 névkdlifate
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6- Tolérance de la souche DZ a I'oxygéne
Ce test a été réalisé dans des flacons pénicilliregure 18) de 120 ml de volume,
permettant le contréle de la phase gazeuse duumkeculture. Les flacons sont inoculés et
incubés horizontalement a 35°C. La croissance dedahe DZ a été contrblée par la mesure

de la DO a 58, la production des sulfures a 480et la mesure du pH.

Figure 18 Flacons de pénicillines incubés horizentalement

V- Recherche et dénombrement d&hiobacillus

1- Numération desThiobacillus
Principe : Aprés décantation des boues, le surnageant estnensé sur milieu de culture
solide a pH 7,2. Les boites sont incubées a unpdeature de 35°C. Cette méthode est basée
sur le principe que chaque cellule ensemencée rsumilieu de culture solide forme une

colonie visible a I'ceil nu

Technique : Les solutions meres du digesteur A et B de voluareo (1ml) sont diluées en
série décroissante dans une solution saline stéi@lemaniere a obtenir des concentrations
successives de plus en plus faible déji8qu'a 1. On dépose un volume connu 0,1 ml de
chacune des dilutions sur le milieu de culturedso(voir paragraphe 11.2) & raison de 2
boites de Pétri/dilution. Les boites sont incubdess I'étuve a 35°C.

Lecture des résultats :Comme chaque espece bactérienne forme une cotomiggmpte le
nombre de cellules viables dans I'échantillon ertipliant les colonies dénombrées par le

facteur de dilution.

En paralléle la diversité des especes bactérieprissentes sur le milieu est étudiée par
observation & I'eeil nu et caractérisation morphigjog de chaque type de colonie en
décrivant sa taille, son contour, le relief, aiqsé sa pigmentation.

2- Isolement et purification
Chaque type de colonie morphologiquement différeede repiquée sur le méme type de

milieu solide Figure 19) pour obtenir des souches pures.

29



Figure 19 -Repiquage des colonies morphologiquement diffésestir milieu solide

3- Caractérisation partielle des souches isolées
Apres cing jours d’incubation, les colonies ayaougsé sont sélectionnées pour faire une

coloration de Gram.

4- Etude du caractére chimiolithotrophe
Cette étude a été réalisée par repiquage des soaahen milieu riche liquide composé du
milieu de base pouthiobacillus (voir paragraphe 1.2) mais sans thiosulfate, sagar,

contenant du biotrypcase (10%), extrait de levG#é)( glucose (20%).

5- Croissance bactérienne
Les souches pures, ont été sélectionnées et paitéacultivées sur un milieu liquide aérobie
pour Thiobacillus(méme composition du milieu de base mais sans,dgarjoissance de ces

souches a été suivie par mesure de la densitéuepdié8ah.

VI- Réalisation d’'une co-culture définie entreThiobacillus et BSR

Dans un premier temps, la souche pure DZ a éti@érisur un milieu anaérobie contenant
10 mM de lactate, 20mM de sulfate, sans extraledere, sans rézasurine. L'incubation a été
faite a 35°C et la croissance de la souche D£ &@vie par dosage des sulfures a 480
Au moment ou la souche DZ atteint le plateau (maxinde sulfures produits) on ajoute au
milieu le Thiobacillussouche DA3 aérobie isolée dans notre travail. Wantjté d’oxygene
injecté est 93umol. Les cocultures ont été incubées a 35°C. Lessaace de la coculture a

été suivie par I'évolution des sufures dans leauilie culture.
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Chapitre 3- RESULTATS ET DISCUSSION

IV-  Etude des bactéries productrices de sulfures (BSR)
1- Dénombrement des BSR dans les boues des digesteamaérobies A et B

Les pH des deux échantillons de boues ont été ieswr laboratoire et ont révélé des pH
proches de la neutralit&,8 pour DA et de7,4 pour DB) compatibles avec les pH appliqués
dans la digestion anaérobie des boues par larst@i®s observations microscopiques a I'état

frais ont révélé la présence d’une flore abondanhtariée.

Apres 4 semaines d’incubation a 35°C, les tubesulieire pour BSR (série de dilutions)
inoculés a partir des échantillons de boues, deei@ntroubles indiquant une croissance
bactérienne. Cependant, vu que le milieu utilisésn’pas sélectif, d'autres bactéries
anaerobies peuvent s’y développer. Aussi, nous onsme basé sur la production des

sulfures comme critére propre aux BSRilfleau 7).

Tableau 7 -Nombre de bactéries sulfato-réductrices dans les dgesteurs A et B

Il est important de noter que le nombre de BSRapptoximativement ffois plus important
dans le digesteur B que celui trouvé dans le thge#\. Aussi, si le traitement au chlorure de
fer, pratiqué par certaines stations, peut momément diminuer la concentration des
sulfures dans le biogaz, son ajout dans les digestaigmente le nombre des bactéries qui en
produisent, les BSR. En effet, le chlorure de fetr tn des oligoéléments nécessaire a la

croissance de ces bactéries (voir composition ¢ieurde culture pour BSR).

Le tableau 8 montre les quantités de sulfures quantifiéesdaendeux périodes différentes
dans chaque dilution ayant servi au dénombremenB&&. On remarque une production de
sulfures généralement plus élevée dans le digeBtpar rapport au digesteur A ainsi qu’une
baisse remarquable de sulfures aprés seulement jdatsx d’incubation supplémentaires.
D’ou trois questions fondamentales : 1) Y a-t-ilewe erreur de dosage des sulfures malgreé la
simplicité de la méthode utilisée ? 2) Y a-t-il wégradation chimique et/ou précipitation des
sulfures ? 3) Y a-t-il des microorganismes ana@®laiutres que les BSR (aucune souche
connue, n'utilise les sulfures comme substrat)isatitices des sulfures comme source

d’énergie ?
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Tableau 8- Production de sulfures dans les deux digest#@tsB

Vu que nous avons aussi quantifié et isolé Tdasebacillus(voir plus bas) en aérobiose des
mémes fermenteurs, il est probable que la consoimmeées sulfures enregistrée soit due a
ces microorganismes. Pour étayer cette hypothéses avons testés l'effet de I'oxygene
(microaérophilie) sur la croissance, la productgina consommation des sulfures par des

tubes d’enrichissement de BSR sélectionnés desdigasteurs (A et B).

2- Effet de I'oxygene sur la croissance des BSR

L’'oxygene a été choisi par souci de gain de tempgwe les processus anaérobies sont
généralement lents. En effet, nous aurions pusetilies nitrates a la place de I'oxygene pour
démontrer I'existence deJhiobacillus anaérobies facultatifs. Ld&igure 20 présente
I'évolution de la biomasse, exprimée en DO, aédéhtes concentrations en oxygéne dans
deux enrichissements (cultures mixtes indéfinigvpnant des digesteurs A et B. Il est a
noter que ce qui est recherché dans ces expériegatesine estimation de la densité
microbienne au sein de la culture mixte indéfimmassl'influence de I'oxygéne. Le calcul des
taux de croissance n’était pas nécessaire pouderaliotre hypothése. Il aurait son sens

physiologique si on étudiait des cultures pures (varagraphe cocultures).

Figure 20 -Evolution de la biomasse des BSR en présence tidd@0mM) et sulfate
(20mM) dans les enrichissements anaérobies a pagideux digesteurs A (1b) et B (2b)

Plusieurs constations : i) Inexistence de phasiatdace indiquant une bonne adaptation des
microorganismes sélectionnés dans les enrichissem@nCroissance bactérienne aussi bien
en absence gu’en présence d’oxygene dans les dgestelirs (A et B). Cependant, d’apres

ces résultats, deux groupes de microorganismeggagent dans le digesteur B en fonction
de la concentration en oxygene. En effet, des wh8ens microscopiques des deux

enrichissements ont montré la présence de deug hgeériens dominants trés différents sur
le plan morphologique. Des petits vibrio (bacililesurvés) trés mobiles ont été observés dans

les digesteursA et B et d’autres vibrio plus grands et immobiles ontaligservés uniquement
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dans le digesteuk.; iii) Il semble que les BSR partenaires deschissements B soient plus
sensibles a I'oxygéne que ceux des enrichisserde(fggure 21). En effet, on remarque que
la production de sulfures est importante a faildescentrations d’oxygéne, mais plus la

concentration en £augmenteX3,75umol O,) plus la quantité de sulfures diminue.

Figure 21 - Production du sulfurel@ et2a) par les enrichissements anaérobies des BSR
obtenues a partir de deux digesteurs A et B erepoésde différentes concentrations
d’'oxygene.

Et par conséquent, soit les BSR sont inhibées'@ardene et donc la production des sulfures
diminue au fur et a mesure que la concentratiomydiéne augmente, soit les sulfures sont
consommeés par des BSO anaérobies facultatives éserpre d’oxygéne. De plus, il a été
démontré que les BSR bien qu’elles soient anaérstbietes elles peuvent survivre a $O
pendant quelques jours (Chamkh, 2011). Elles msteifié une tolérance a LQui n’existe
pas chez les autres bactéries anaérobies strittesffet, les BSR possedent des enzymes
telles que la catalase et la superoxyde-dismutasesont impliquées dans la dégradation des

meétabolites cytotoxiques de I'oxygene (Dolla et rger, 2006).

3- Isolement et purification des BSR

Apres une période d’'incubation de 1 mois a 35°@, ecwlonie de couleur brune bien isolée a
été obtenue a partir du digesteur A, et repiquéendlieu liquide pour BSR contenant 10mM
de lactate et 20 mM de sulfatea pureté de la souche a été contrélée par regegsar un
milieu riche, sans sulfate, sans lactate, contedanglucose (1%), du biotrypcase (1%), de

I'extrait de levure (5%).

L’ observation au microscope optiquel’une souche nommeée DZ, a montré la présence d’'un
seul type de bactéries identiques sur le plan nobogigue qui sont tous degxetits vibrio
allongés mobiles Le fait de constater que cette souche est capktbke développer sur un

milieu contenant du lactate indique qu’il s’agitidechiomioorganotrophe.

33



4- Caractérisation partielle de la BSR souche D

4.1- Caractéristiques morphologiques

D’aprés lobservation au microscope a contraste de phg, la souche DZ se présente sou
forme d'unvibrio (Figure 22), mobile. La coloration de Gram indique qu’il stag'un

Gram négatif.

Figure 22 - Microscopie a contraste de phase (x1000) de lahsoD&Z cultivée sur lacta
comme source d’énergie et carbone en présence de sul

4.2- Accepteirs d’électrons

Nous nous sommes limités dans ce paragraphe tarndéer les différents acceptel
terminaux d’électrons, autres que le sulfate, aaouche DZ. Le but étant de démontrer
les sulfures puvent provenir d’autres composeés soufrés. Il eappeler que I'oxydation ¢
lactate par la souche DZ est accompagnée d’'uneugtiod de sulfures selon la réacti
suivante (Peck, 1993):

2 lactate +S04°” —» 2acétate +2C0, + 2HO, + SZ~ (a)

acétate +S0,°" —» HCO3~ + CO, + HO, +S2° (b)

En présence de lactate comme source d’énergiestie’tccepteurs d’électrons montre que
sulfate, les sulfites (5mM et 10mM), le thiosulfé8mM) et le soufre élémentaire, peuv
étre utilisés comme accepteurs d’électrons paolale DZ. En effet une bonne croissanc
une production importante de dures ont été obtenues avec ces composés soTableau
9).

Tableau 9-Accepteurs d'électrons testés pour la souche D#ésence de 10 mM lacte
comme substrat, aprés une période d'incubatioredsemaine a 35

* a été mis dans le milieu a une centration de 10 g/l.
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4 .3- Etude du caractere anaérobie de la souche DZ

La figure 23 montre la corrélation entre la croissance de leclse DZ eranaérobioseet la
production de sulfures. Une croissance importaréecempagne d'une production des

sulfures en quantité importante.

Figure 23-Croissance et production des sulfures par la B$Rre&oDZ cultivée sur le lactate
comme source d'énergie et carbone et le sulfatenepatcepteur d'électrons amaérobie

La souche DZ a été cultivée sur milieu de cultigigitle enaérobiose contenant 10mM de
lactate, 20mM de sulfate. Sa croissance a étéaéatpar mesure de la DO 580nm et par

dosage des sulfureBigure 24).

Figure 24 - Cinétique de production des sulfures par la seu@h cultivée sur milieu
aérobieen présence du 10mM de lactate et 20mM de sukai@golution de la biomasse (DO
580 nm) et du pH

D’aprés lafigure 24, la DO n'augmente pas, la souche DZ est incapdblecroitre en
présence d'@(Air). Notons que la trés lIégere augmentation @edhregistrée au bout de 50
heures mais qui se stabilise pendant toute l'ezpéd, ne peut étre attribuée qu’'a
I'allongement des cellules. Cet allongement esfiong par I'observation au microscope. De
méme qu’on ne note pas de production de sulfurpastie changement du pH. Cela indique
une absence de toute activité physiologique deatdébe. En comparant la production de
sulfures en anaérobios€igure 23) avec celle produite en aérobioggglre 24) on peut
conclure que laDesulfovibrio spsouche DZ est une anaérobie strichien adaptée aux

conditions anaérobies du digesteur des boues d®a éte isolée.

L’allongement des cellules a été également obseivéz Desulfovibrio aerotolerans
(Mogensen, 2005) d@esulfovibrio marrakechensjs(Chamkh, 2011) qui pourrait étre lié au
stress exercé par I'Oll a été démontré en outre que les BSR bienllgg’soient anaérobies
strictes elles peuvent survivre a y(pendant quelques jours (Chamkh, 2011). Elles
manifestent une tolérance a yQui n’existe pas chez les autres bactéries an@érghrictes.

En effet, les BSR possédent des enzymes telledagoatalase et la superoxyde-dismutase,
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qui sont impliquées dans la dégradation des méatabalytotoxiques de I'oxygene (Dolla et
Fournier, 2006).

Compte tenu donc de la morphologie de la souchauzérobie strictequi se présente sous
la forme d'un vibrio allongé, mobile, Gram négatiét des résultats partiels des
caractéristiques physiologiques (oxydation du lectm acétate et sulfate, sulfite, thiosulfate
comme accepteurs terminaux d’électrons), on pet @li'il est plus que probable que la
souche DZ appartienne au gerdesulfovibrio Des études phylogénétiques sont en cours
avec nos partenaires pour confirmer cette hypothése

5- Détermination des seuils de tolérance deesulfovibrio spsouche DZ vis-a-vis de

I'oxygene

En vue d'établir des cocultures entBesulfovibrio sp souche DZ et une souche de
Thiobacillus isolé du méme digesteur (voir plus bas), nousnétamenées a déterminer la
concentration d’oxygéne minimale permettant abgsn une croissance mesurable et une
production de sulfures maximales. Pour cela, lisewa été cultivée en anaérobiose stricte
sans rézasurine ni réducteur (HCL-Cystéine) et enjgctant différentes concentrations

d’'oxygéne dans la phase gazeuse. Il est importanprdciser que nous avons travaillé a

pression constante dans tous les flacons péneilfrigure 25).

Figure 25- Productions des sulfures et évolution de la beseale la souche DZ en présence
de différentes concentrations d’oxygene.

D’aprés laFigure 25, on constate que ce n’est qu’a la concentration98gmolO, qu’on
observe une croissance bactérienne et une produn@imale de sulfures. On peut conclure
gue Desulfovibrio spsouche DZest une anaérobie stricte mais pouvant tolérerygjere
jusqu'a une teneur d@3umolO,. Ce qui explique la présence de cette souche dans le
digesteur anaérobie ou existent toujours des mines aérobies vu sa conception méme.
Cependant, la teneur maximale de sulfures proeuitsrésence dé3 pmolO; qui est de 4,3

mM (Figure 25 demeure plus faible que celle produite en ana@rstinicte qui est de 5,67

mM (voir Figure 23).
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V- Recherche deThiobacillusdans les boues des digesteurs anaérobies
1- Dénombrement des BSO au sein des digesteurs anadesbA et B

Les boues des digesteurs A et B ont été cultiveemsieu solide pouilhiobacillus Notons
que les milieux de cultures utilisés dans notrel@tont un pH neutre (7,2) pour étre dans le
méme pH que celui des digesteurs A et B qui saptectivement de 7,3 et 7,4.

Tableau 10 -Nombre d’Unités Formant colonie par ml de bactesigifooxydantes dans les
digesteurs A et B

Le méme nombre de cellules viables est observég ldardeux échantillons de boues du DA
et DB. Etant donné que le milieu de culture esimilieu minérale contenant le thiosulfate

comme seule source d’énergie et le bicarbonate @seule source de carbone, on peut en
déduire gu’il s’agit bien de bactéries sulfo-oxywen provenant des deux digesteurs

anaérobies.

Par contre le nombre de ces bactéries sulfo-oxgdardt nettement inférieur a celui des BSR
qui rappelons-le est de 6,5>t&actérie/ml pour DA et 4.2®actérie/ml pour DBTableau 7).

Ceci indique clairement que les conditions dansdesgx digesteurs sont nettement plus
favorables au développement des BSR et donc aotiuption de sulfures retrouvés dans le

biogaz produit.
2- Etude de la diversité des BSO
2.1- Examen macroscopique

La Figure 26, illustre les colonies des bactéries sulfo-oxydsaiotetenues aprés une semaine

d’incubation.

Figure 26 -Aspect macroscopique des colonies isolées du eigest (SMA) et du Digesteur
B (SMB)

La description morphologique des colonies isoléePdA et DB est donnée respectivement

dans lesTableaux1let12.
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Tableau 11-Aspect des isolats de bactéries sulfooxydantes ldamoue DA

Tableau 12-Aspect des isolats de bactéries sulfo-oxydantes ldamoue DB

2.2- Examen microscopique

Les colonies morphologiqguement différent@alfleaux 11et 12) ont été repiquées sur un
méme milieu de culture neuf, pour avoir des sosighares. Aprés incubation, seule les
souches DA3, DB1 et DB2 se sont développEeagute 27).

Figure 27-Isolat DB1 apres purification

Tableau 13-Examen microscopique des isolats purs de bactsulésoxydantesles
digesteurs

D’aprés les examens microscopiques, seul l'isol&t3 présente la méme morphologie
microscopique que celle du genféiobacillus qui est, rappelons-le, un bacille a Gram
négatif. Tous les autres isolats sont des bactstifs-oxydantes mais n’appartenant pas au

GenreThiobacillus

3- Etude du caractére chimiolithotrophe des isolats dBSO

Les souches de bactéries sulfo-oxydantes ont giguées sur le méme milieu pour
Thiobacillusmais sans gélose (milieu liquide) et sans subéttaibsulfate), mais contenant

du glucose, de l'extrait de levure, et du biotrygmaApres 2 jours d’incubation, les tubes
présentant un troubl&igure 28) indiquent qu’il y a croissance.
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Figure 28 : Culture des isolats de bactéries sulfo-oxydanteslagsteurs A et B sur milieu
riche

Les souches DA3, DB2 et DB1 n’ont pas pousséekesuilieu riche contenant le glucose, on
peut donc dire qu’il s’agit d€hiobacilluschimiolithotrophes obligatoires qui ne peuvergrtir

leurs énergie qu’a partir de substances inorgasigéduites (le thiosulfate, sulfures ...).

En se basant sur la description désobacillusréalisé par Schlegel (1988), nos isolats de
Thiobacillusse rapprocheraient plus d@hiobacillus thioparugt deThiobacillus denitrificans

qui sont tous deux des chimiolithotrophes obliga®neutrophiles.

4- Cinétique de croissance des isolats ddiobacillus

Les isolats DA3, DB1, DB2 ont été repiqués surmilieu de culture aérobie pour
Thiobacillus contenant le thiosulfate comme source d’énergide ebicarbonate comme
source de carbone, a pH 7,2. La croissance desis®@acété suivie par mesure de la densité
optique a 580 nmHigure 29).

Figure 29- Cinétique de croissance des isolat§ dmbacillus(DA3, DB1, DB2) en
présence de thiosulfate comme seule source d'énergi

D’apreés laFigure 29, I'isolat DA3 se développe plus rapidement, awedaux de croissance
de 0,1 i, que des deux autres isolats DB1 et DB2 montrar&ux de croissance respectif de
0,004 K et 0,002 H. Le taux de croissance de 0,1 e DA3 est proche de celui retrouvé
dans la littérature chez certaifkiobacillustel queThiobacillus ferroxidangGodard, 1987)

Par ailleurs, on remarque qu’apres un certain telapgoissance baisse pour les trois isolats

suite a I'épuisement du substrat (thiosulfate) oomsé.

De ces trois isolats dehiobacillus DA3, DB1 et DB2 isolées a partir des deux digest A
et B, nous n'avons retenu pour la suite de noweetque DA3 qui présente la plus forte

croissance sur le milieu minérale avec le thioselé@mme seule source d’énergie.
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VI- Coculture de Thiobacillus aérobie souche DA3 et de la BSR anaérobie souch& D

Il nous a paru intéressant de cultiver la bactétiato-réductrice souche DZ anaérobie
stricte pouvant tolérée jusqu'a 980l d'O, isolée dans notre étude, en présence du
Thiobacillus DA3 aérobie. Pour cela, nous avons dans un preemeps lancé la culture de
DZ sur le milieu pour BSR en anaérobie strict juagqe qu'il y ait une production maximale
de sulfure. A ce moment-la, nous avons inoculéilemavec la souche DA3 et ajouté 10 ml

d’air pour permettre a cette derniere de se dgpelofigure 30).

Figure 30 -Evolution des sulfures dans la coculture DZ+DA3
Pour une meilleure interprétation de la courbe nawsns subdivisée en plusieurs phases :

Phase a Au départ on observe une production importarge sulfures par la souche DZ

jusqu’a un plateau ou il y a le maximum de sulfyresduits (5mM)

Phase b: Aprés ajout de la souche DA3 et des 10ml d'@Bufnol 02) nous constatons
instantanément une légere chute du sulfure duefi@tl’de dilution apporté par I'inoculum
DA3.

Phase c La quantité des sulfures diminue fortement. €dttminution ne peut étre due qu’a

la consommation des sulfures par la souche DAS.

Phase d. La quantité de sulfure se stabilise suite a stagnation de la croissance de DA3
probablement due a un épuisement d’oxygene. Castikon pour laquelle nous avons

injecté a nouveau 10 ml d’air.

Phase e On constate durant cette phase une rediminatgsnsulfures correspondant a une

relance de la croissance de DA3.

Cette expérience montre qu’il est possible quesidiures produits par la BSR souche DZ
soient dégradés pdhiobacillussouche DA3. La consommation des sulfures rediattire

de la concentration d'oxygene. Dans notre expéeienous avons ajouté deux fois
93umol 02 (=186umol 02). Or a cette concentration en oxygéne, nous avoostré que la
souche DZ est inactive (Voiiigure 25). Aussi, des travaux de recherche sur l'effet des
parametres opérationnels sur la coexistence desdBSIesThiobacillusen fermenteur sont

en cours au sein de I'équipe EMA, selon la méttaistzite par (Ende eil. 1997).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Une des principales problématiques des digestewaérabies des stations de traitement des
eaux usées concerne I'émission du sulfure d’hydreggue I'on retrouve dans le biogaz
produit comme source d’énergie. L’hydrogene sulisgdangereux pour la santé, il participe
aux mauvaises odeurs et il est également corrosivgnt ainsi endommager les installations
de la STEP. Aussi, I'idée de notre travail a ététutlier au sein méme des digesteurs
anaérobies les bactéries productrices dgS’elt celles qui ont la capacité de les consommer.

Ainsi, il a été mis en évidence dans les digestenegrobies la présence d’'une biomasse
importante de bactéries sulfato-réeductrices (6% .B8R/ml de boue dans le digesteur A et
4.108 BSR/ml de boue dans le digesteur B). Lesgi®sggie hous avons menés dans les tubes
ont montré une relation étroite entre la croissatecees BSR en anaérobiose et la quantité de
sulfure produit. Nous avons isolé l'une d’elle, roetvée en grand nombre, et I'avons
caractérisée, il s’agit d’'udesulfovibrio spanaérobie strict que I'on a nommée DZ qui est
capable de réduire le sulfate, le sulfite, le thifsde et le soufre élémentaire en sulfure
d’hydrogene, et de croitre en présence de 93 ndOle Cette tolérance a I'Dest favorable

a I'idée d’établir une coculture de cette soucheaw&c une bactérie sulfo-oxydante aérobie.

Cette étude a montré I'existence au sein méme idestdurs anaérobies de bactéries sulfo-
oxydantes (BSO) aérobies. Leur nombre (2,2 & 2°3UHEL/ml) est relativement plus faible
gue celle des BSR. Parmi ces BSO, nous avons reteausouche appartenant au genre

Thiobacilluscapable d’oxydeles sulfures pour la co-cultiver en présence la B8ikche DZ.

La coculture a montré qu’il est possible que ldBises produits par la BSR souche DZ soient
dégradés paiThiobacillussouche DA3. Mais cette consommation de sulfunedcassité une
certaine concentration en, (86 pmole d’'Q) qui dépasse la concentration toléré par la BSR.

Aussi, des travaux de recherche sur la mise ere mlaccocultures stables en fermenteur ou

'apport en Q est contrélé, sont en cours au sein de I'équipAEM
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